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RESUMEN

Castanea sativa Mill.,, es una especie arborea de interés silvoagricola, ampliamente
cultivada, principalmente por su fruto, cuya calidad “marrone” es apetecido en el mercado
de las delicatesen. En Chile, variedades de esta especie fueron introducidas con la finalidad
de establecer huertos productivos con productos competitivos a nivel mundial. Esta especie,
al igual que otras lefiosas, ha visto limitada su propagacion vegetativa, principalmente al
utilizar explantos provenientes de plantas adultas. Factores como el genotipo y edad de la
planta donante influyen en la capacidad morfogenica de los tejidos. A este ultimo factor, se
asocian algunos compuestos fendlicos que varian con la ontogenia de los tejidos afectando
positiva 0 negativamente la propagacion vegetativa de la especie. Por otra parte, se han
utilizado diversas metodologia para identificar la gran cantidad de variedades que se ha
generado a lo largo del tiempo, siendo la identificacion molecular la que ha tenido los
mayores avances Yy ventajas sobre sistema de identificacion tradicional, como el
morfologico. Dentro de los tipos de marcadores moleculares, los microsatélites son los mas

utilizados.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del genotipo, la edad y compuestos
fendlicos asociados a la edad, en la capacidad morfogénica del establecimiento in vitro de
variedades de Castanea sativa, seleccionadas para produccion de plantas, previamente
identificadas genéticamente. Para la identificacion genética se estudiaron nueve cultivares
de interés productivo en fruto y madera, seleccionando 8 arboles, por cultivar, al azar. Los
perfiles combinados de los cinco SSR mostraron once genotipos distintos entre los nueve

cultivares analizados, verificando errores en la asignacion varietal establecida. De los nueve



xi

genotipos estudiados sélo Bouche Rouche, Citta di Castello y Castell Borello, estan
correctamente identificados. En Precoce Migoule hubo diferencias genotipicas
intraespecificas, ya que se detectaron cuatro genotipos distintos. Podrian existir errores de
manipulacién dentro del huerto lo que se concluye al detectar un ejemplar de Castell
Borello en la linea de cultivo de Precoce Migoule. Por otra parte, los cinco microsatélites
utilizados fueron insuficientes para detectar los polimorfismos entre las variedades
marrones de referencia y las variedades chilenas identificadas. Antes de iniciar un
programa de produccion de plantas en variedades de interés, es de suma importancia validar
la identidad genética de estas, para evitar problemas posteriores que pueden significar el

fracaso del programa establecido.

Para evaluar el efecto del genotipo y de la fuente de citoquinina se estudiaron seis
variedades de castafio provenientes de Italia y Francia y dos tipos de citoquininas,
evaluandose su efecto en parametros de inicio de establecimiento in vitro, tales como
sobrevivencia, contaminacion, formacion 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
relacion a la formacién de callo basal y capacidad de reaccién morfolégica, 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™ 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 de Thidiazuron (TDZ), donde se observd un 10% y 15%, de

explantos con yemas brotadas, respectivamente. Estos resultados nos indican que el



xii

genotipo y la fuente de citoquinina influyen en la respuesta al establecimiento in vitro de
segmentos nodales de variedades de castafo, por lo tanto, para establecer un programa de

propagacion es necesario ajustar un protocolo especifico para cada variedad.

Con respecto al material vegetal, el objetivo fue corroborar la influencia de la edad de la
planta madre en la respuesta obtenida al establecimiento in vitro y determinar compuestos
fendlico asociados a estas. Las respuestas in vitro fueron significativamente distintas entre
los explantos juveniles y adultos, corroborando que estos ultimos son mucho mas dificiles
de propagar debido a la baja respuesta y a los altos niveles de contaminacion, oxidacion y
de muerte apical. A su vez, los juveniles lograron ser subcultivados debido a la alta
capacidad morfogénica que presentaron. Existe un efecto de la edad sobre los compuestos
fendlicos, ya que de los compuestos detectados en los tejidos, el contenido de acido elagico
es significativamente superior en explantos juveniles con respecto a los adultos y la rutina
solo se detecto en estos ultimos. La presencia y cantidad de compuestos fendlicos como el
acido elagico y la rutina podrian estar influyendo en el establecimiento in vitro de explantos

adultos y juveniles.
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ABSTRACT

Castanea sativa Mill., is an arboreal species of silvoagricultural interest, widely cultivated,
mainly for its fruit, whose "marrone” quality is desired in the delicatessen market. In Chile,
varieties of this species were introduced with the purpose of establishing productive
orchards with competitive products worldwide. This species, like other woody species, has
seen its vegetative propagation limited, mainly when using explants from adult plants.
Factors such as the genotype and age of the donor plant influence the morphogenic capacity
of the tissues. To this last factor, some phenolic compounds are associated that vary with
the ontogeny of the tissues, affecting positively or negatively the vegetative propagation of
the species. On the other hand, various methods have been used to identify the large
number of varieties that have been generated over time, with molecular identification
having the greatest advances and advantages over traditional identification systems, such as
morphological identification. Within the types of molecular markers, microsatellites are the

most used.

The objective of this study was to evaluate the effect of genotype, age and phenolic
compounds associated with age, on the morphogenic capacity of the in vitro establishment
of Castanea sativa varieties, selected for production of plants, previously identified
genetically. For genetic identification, nine cultivars of productive interest in fruit and
wood were studied, selecting 8 trees, by cultivating, at random. The combined profiles of
the five SSR showed eleven different genotypes among the nine cultivars analyzed,
verifying errors in the established varietal assignment. Of the nine genotypes studied, only
Bouche Rouche, Citta di Castello and Castell Borello are correctly identified. In Precoce

Migoule there were intraspecific genotypic differences, since four different genotypes were
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detected. There could be errors of manipulation inside the garden, which is concluded when
detecting a Castell Borello specimen in the Precoce Migoule culture line. On the other
hand, the five microsatellites used were insufficient to detect the polymorphisms between
the marrone reference varieties and the Chilean varieties identified. Before starting a
program of production of plants in varieties of interest, it is very important to validate the
genetic identity of these, to avoid later problems that can mean the failure of the established

program.

To evaluate the effect of the genotype and the source of cytokinin, six chestnut varieties
from Italy and France and two types of cytokinins were studied, evaluating their effect on
parameters of initiation of in vitro establishment, such as survival, contamination, callus
basal formation, axillary bud opening, among others. The results show that in the same
culture conditions the varieties with the best response are 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. On the other hand, the
number of explants with sprouted buds was higher in the treatment with 0.5 mg L-1 of 6-
benzylaminopurine (BAP) with 100% in CC and 55% in CP, there being significant
difference with the response obtained in the treatment with 0.5 mg L-1 of Thidiazuron
(TDZ), where 10% and 15% of explants with sprouted buds were observed, respectively.
These results indicate that the genotype and the source of cytokinin influence the response
to the in vitro establishment of nodal segments of chestnut varieties, therefore, to establish a

propagation program it is necessary to adjust a specific protocol for each variety.
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With respect to the age of the mother plant, the objective was to corroborate the influence
of the age of the mother plant on the response obtained to the establishment in vitro and to
determine phenolic compounds associated with these. The in vitro responses were
significantly different between the juvenile and adult explants, corroborating that the latter
are much more difficult to propagate due to the low response and the high levels of
contamination, oxidation and apical death. In turn, the juveniles managed to be subcultured
due to the high morphogenic capacity they presented. There is an effect of age on phenolic
compounds, since of the compounds detected in the tissues, the content of ellagic acid is
significantly higher in juvenile explants compared to adults and the routine was only
detected in the latter. The presence and quantity of phenolic compounds such as ellagic acid

and rutin could be influencing the in vitro establishment of adult and juvenile explants.



INTRODUCCION GENERAL

El 4rea silvoagricola ha ido tomando relevancia en el sentido de utilizar especies vegetales que
tengan doble proposito, tanto productos madereros como alimenticios, considerandose la
calidad un factor critico para mantener la competitividad en la industria chilena. Para esto, se
requieren variedades que respondan a la alta demanda y que generen inalterablemente
productos con caracteristicas especificas de interés. Para responder a esta necesidad el método
de propagacion de plantas a utilizar cumple un rol fundamental, principalmente cuando se
requiere masificar y transferir toda la ganancia genética desde el arbol donante hacia la
descendencia. Por otra parte, es importante contar con herramientas moleculares que permitan
identificar y asegurar la autenticidad varietal en el caso de especies multipropésito, proceso
que puede ser complejo cuando las similitudes morfoldgicas entre variedades son
significativas y en especial cuando para su comercializacion la correcta identidad genética es

considerada un factor clave de calidad y productividad (Hinrichsen, 2008).

El origen de una variedad en una especie se debe a la variacion genética y se define como un
rasgo fenotipicamente variable y heredable en una poblacién (King et al., 2012). Por lo tanto,
una variedad representa a un grupo de plantas de un solo taxén botanico del rango mas bajo
conocido seleccionado dentro de una especie, que presentan una expresion de caracteristicas
comunes resultantes de un cierto genotipo o de una cierta combinacién de genotipos (UPOV,
2011). Mientras que un cultivar se puede entender como una variedad cultivada, una poblacion
de plantas seleccionadas por un caracter en particular o una combinacion de caracteres siendo
genéticamente uniforme e inflexible, donde se busca que no responda a las presiones de

seleccion durante el cultivo. A menudo a un cultivar se le ha definido exclusivamente como



una linea pura, un clon o una variedad hibrida, lo que no es completamente correcto debido a
que también se les considera como cultivar a los conjuntos de plantas cultivadas a partir de
semillas derivadas de una polinizacion controlada y que sean recolectadas de una determinada
procedencia en mas de una ocasion que puedan distinguirse consistentemente por una 0 mas
caracteristicas a pesar de que las plantas no sean uniforme genéticamente hablando (Brickell et

al., 2009).

Una de las especies que se encuentran actualmente formando huertos productivos en Europa
es Castanea sativa Mill., especie arbdrea de interés silvoagricola, ampliamente cultivada, por

su fruto, cuya calidad “marrone” es apetecido en el mercado de las delicatessen.

El mercado mundial de castafias es abastecido hasta hoy exclusivamente por el hemisferio
norte. La produccion del hemisferio sur es pequefia y de baja calidad, como las que ha
producido Chile mayoritariamente para abastecimiento local (Valderrama y Halcartegaray,
2012). Por otra parte, la oferta en Europa ha bajado en forma considerable en lo Gltimos
cincuenta afios debido al envejecimiento de la poblacién y de los huertos, y la muerte de
arboles provocada por la avispilla del castafio o avispa china (Dryocosmus kuriphilus)
(Valderrama y Halcartegaray, 2012, ProChile, 2016). Es asi como hoy existe demanda
insatisfecha la que en algunos casos ni siquiera logra abastecerse durante la temporada del

hemisferio norte.

El castafio europeo (Castanea sativa Mill.) fue introducido en Chile por inmigrantes Europeos
hace mas de 250 afios y se distribuye desde la Region del Maule hasta la Region de La
Araucania (Grau, 2003) con, aproximadamente, 431,3 ha (INE, 2007). Esta especie
multipropdsito es de gran interés agroeconémico tanto por la produccion de madera como por

su fruto (Carvalho et al., 2001, Benedetti y Saavedra, 2007). Por una parte, presenta ventajas



importantes para su cultivo en Chile respecto de otros paises, producto del clima mas benigno,
la ausencia de las principales enfermedades y plagas que afectan a la especie, y la calidad de
los suelos volcénicos, profundos y fértiles con alto contenido de materia orgéanica (Grau,
2004), ademas de oportunidades concretas de desarrollo productivo, dada su versatilidad de
cultivo, variados usos y la existencia de un mercado para su madera y frutos, con demandas

incluso para exportacion.

En Chile, practicamente la totalidad de los castafios que conforman tanto huertos frutales
como plantaciones con fines forestales son arboles que, en general, no presentan ningun tipo
de seleccién o mejoramiento, produciendo frutos que no reunen las caracteristicas demandadas
en el mercado internacional (bajo porcentaje de tabicacion interna y de poliembronia)
(Pirazzoli, 1993; Grau, 2003). De este modo, las exportaciones de castafias han
experimentando una baja, tanto en volumen como en valor (896 Ton en el 2008 con un valor
de 1275 mil dolares a 124 Ton el 2010 con un valor de 108 mil ddlares), perdiendo relevancia

en el sector (Bravo, 2010) y quedando la mayor parte de la produccién en el pais.

Para potenciar estas alternativas de negocio, se deben superar ciertos inconvenientes, en
especial, la falta de homogeneidad y desconocimiento de las variedades cultivadas (Loewe et
al., 1998), pero principalmente la falta de variedades elite que permitan el desarrollo de un
negocio asociado a la propagacion y establecimiento de huertos productores de frutos tipo
marrone, apetecidos y susceptibles de ser internacionalmente comercializados. Para corregir
esto, es imprescindible contar con un numero suficiente de plantas de castafio de las

variedades adecuadas.

Respecto a las variedades elite existen antecedentes de la introduccién a Chile de pulas de

variedades comerciales de castafio por parte del INIA Quilamapu desde Italia y Francia, la



mayoria de tipo marrone. Entre ellos se encuentran Marrone di Chiusa di Pesio, Marrone di
Val di Susa, Bouche Rouge, Marrone di cuneo, entre otros, cuyos frutos tienen un pericarpio
delgado y ausencia de tabicacion (Fig. 1A), es decir, con un tegumento interno (episperma)
gue no penetra la masa comestible (semilla con cotiledones ruminados) y de facil eliminacion
del pericarpio (Fig. 1C), a diferencia de la castafia comun (Figs. 1B y 1D), siendo mas
apetecible para el consumo (Grau, 2003). Las puas introducidas fueron injertadas en arboles
de castafio chileno provenientes de semilla comenzando asi su establecimiento en el pais

(Grau, 2003).

Con el tiempo, estas variedades han sido cultivadas en pequefios huertos productivos, siendo
el fruto el principal interés en la produccion. Ha sido el injerto el método utilizado en la
produccion de plantas, método de propagacion caracteristico en especie como el castafio
(Grau, 2003, Fernandez-Lépez y Alia, 2008), pero este sistema ha presentado problemas de
incompatibilidad tardia entre portainjerto y pla, a lo que se suma el bajo grado de
masificacion de este sistema. Por tanto, existe un interés en producciones futuras usando
técnicas de propagacion como el cultivo in vitro el cual permitiria la generacion de plantas
sobre su propio pie y a la vez, mantener el valor genético deseado (Bandyopadhyay et al.,

1999, Campbell et al., 2003, Merkle y Nairm, 2005).



Figura 1. Diferencia entre el fruto Castafia y el tipo Marrone. Marrone sin Tabiques (A),
Castafia Tabicada (B), Calidad Marrone: Facilidad de pelado (C) y Castafia con resto de la

testa seminal (D). Fuente: Elaboracién propia.

El material vegetal de castafio proveniente de Europa fue introducido siguiendo las severas
normas de cuarentena, pero no existen antecedentes de una certificacién que valide cada
variedad ingresada (Grau, 2003). Bounus et al. (2005) realizaron un estudio donde compararon
la identidad genética de algunas variedades, encontrando diferencias con respecto al perfil
genético utilizado de referencia. La variedad Marrone Montemarrano es una de las que no fue
identificada a la que se suman Castell della Madonna, Marrone Fiorentino y algunos arboles

dentro de la variedad Castell Borello.



Existen otras variedades de castafio que se cultivan en el pais y que no han sido estudiadas,
como Marrone Castell Borello, Bouche Rouge, Castell del Rio, etc. Por lo tanto, es de gran
importancia establecer un sistema que permita garantizar la autenticidad de las variedades

antes de establecer un programa de produccion de plantas con interés comercial.

1.1 Descripcion de algunos cultivares de Castafio caracterizados en Chile.
Marrone di Citta di Castello

Este cultivar se encuentra difundido en la comuna de Citta di Castello, Umbria y Monte Santa
Tiberina, en Italia. La mayor produccién se da en las zonas donde se sitlia a 600 y 800 metros
sobre el nivel del mar. Es un arbol vigoroso, con un fuste con corteza estriada y sus frutos
(Fig. 2) son muy grandes, de excelente calidad y calibre, de forma eliptica, con &pice en punta

y base redondeada y de color marrone claro (Grau, 2009).

Figura 2. Fruto de la variedad de castafio Citta di Castello. Fuente: Elaboracion propia.



Bouche Rouge
Es una variedad tardia, de Castanea sativa, originaria de la regién de Ardéche, Francia. Sus
castafias (Fig. 3) son grandes, de gran aspecto, buena calidad, apta para todos los usos (frescas

e industriales) y para la exportacion (Breisch, 1995).

Figura 3. Fruto de la variedad Bouche Rouche dentro del erizo (A) y hojas y frutos de la
variedad (B). Fuente: Elaboracion propia.

Marrone di Montemarano

Es un cultivar selecionado y difundido en la region de Campania, Italia. Es muy precoz y en
Chile se destaca por esto superando a todos los demas cultivares que se cultivan en Chillan
(Grau, 2009). Su fruto es de muy buena calidad siendo utilizado, principalmente en la

industria de la confiteria (Grau, 2009).

Marigoule

Hibrido natural entre Castanea sativa x Castanea crenata. Debido a su gran capacidad de
adaptacion, se cultiva ampliamente en diferentes regiones productoras de Francia. La mayor

produccion se da en las zonas donde se sitGa entre 3 y 400 m s.n.m. Es de gran calibre color



pardo brillante, pulpa firme pero de baja palatibilidad. Se parte al procesarla. Tiene buena
tolerancia al hongo Phytophtora sp. al ser propagada sobre raiz propia y como portainjerto. Su
importancia estd dada por su calidad de la madera y porque se utiliza como polinizador

(Breisch et al., 1995, Grau, 2009).

Précoce de Migoule

Es un hibrido natural entre castafio europeo y japonés (C. crenata x C. sativa), de origen
Francés. De buen tamafio y madurez temprana. Presenta una forma muy erguida y poco
ramificada, puede entrar en produccion a los 2 o 3 afios. Su productividad es alta, pero puede

afectar el calibre (Breisch et al., 1995, Grau, 2009).

Marrone di Cuneo
Variedad que se cultiva en la zona de Cuneo, al norte de Italia, Piamonte. Es de vigor medio y

su fruto posee muy buenas cualidades para consumo fresco y uso industrial (Grau, 2009).

1.2 Propagacion vegetativa

Existen diversas variedades de Castanea sativa capaces de producir frutos con caracteristicas
deseables. La reproduccion mediante semillas de estas variedades no es recomendable para el
establecimiento de huertos productivos, debido a la alta heterogeneidad que se produce. Por
otra parte, cuando se requiere masificar y transferir toda la ganancia genética desde el arbol
donante hacia la descendencia es necesario contar con un tipo de propagacion que lo permita.
Tal es el caso de la propagacién vegetativa donde las plantas obtenidas son iguales a la planta

madre seleccionada (Sanchez et al., 2005). Es asi como mediante la clonacion de material



seleccionado, se han obtenidos logros con los cuales se han duplicado las ganancia genéticas
respecto al mejoramiento por via sexual (Sanchez et al., 2005). Sin embargo, las variedades de
interés de castafio son altamente recalcitrantes (Caboni et al., 1996, Sierra, 2001) a ser
reproducidas vegetativamente mediante estacas (Vieitez et al., 1983, Sierra, 2001), lo que

dificulta el proceso de produccion masiva de individuos elite con caracteristicas deseables.

Actualmente, para la produccién de frutos el método de propagacion de los cultivares de
castafio es mediante injerto (Flores et al., 2001). Este sistema tiene la ventaja de poder
disponer de un material de partida adulto y por tanto, acelerar la entrada en produccién de la
planta debido a que permite reducir el periodo juvenil, junto con originar descendencias
genéticamente homogéneas e idénticas a la planta madre. Sin embargo, presenta una
limitacion que es la incompatibilidad entre patrén y pla, influenciada por las diferencias entre
las distintas variedades dentro de la especie (Valera et al., 1999). Ademas, el interés por
aumentar la produccion de plantas requiere de un método de produccion que masifique el
material vegetal de interés, produzca plantas sobre su propio pie y que evite el riesgo de
pérdida de plantas de alta calidad productora por incompatibilidad pua-patrén (Sanchez-Olate

et al., 2005).

El cultivo in vitro es una técnica de reproduccion asexual que permite propagar masivamente
individuos elite asegurando la mantencion de las caracteristicas deseadas de individuos de
origen, ya que al igual que otras técnicas de propagacion vegetativa in vitro o ex vitro,
transfiere toda la ganancia genética desde el arbol donante hacia la descendencia, la
totipotencia de las células vegetales, mediante un manejo adecuado, hace posible la generacién
de diversos 6rganos de una planta para obtener de esta manera un individuo completo,

genéticamente idéntico al material de origen (Ferl y Paul, 2000). Sin embargo, en lefiosas esta
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técnica posee un alto costo asociado a altas tasas de mortalidad observada durante la
transferencia desde las condiciones in vitro a las condiciones de invernadero y/o vivero (Swain
et al., 2010). Las plantas producidas in vitro poseen caracteristicas morfo-fisioldgicas que
dificultan la transicion a condiciones ex vitro, principalmente una limitada capacidad
fotosintética, deficiente desarrollo de la anatomia foliar, escaso desarrollo de mecanismos de
manejo de energia luminica (Pospisilova et al., 1992, Carvalho et al., 2001, Badr y Desjardins,
2007, Alvarez et al., 2012, Séez et al., 2013). Una transferencia a condiciones ex vitro exitosa
supone la aplicacion de tratamientos de pre-aclimatacion in vitro, lo que ha sido reportado
como una técnica eficiente en Castanea sativa Mill. (Sdez et al., 2012), sin embargo, en
variedades elite de castafio esto no ha sido estudiado. Las respuesta a los tratamiento in vitro,
son especie-dependiente e incluso dependientes de la variedad o cultivar (Ticha et al., 1998,

Carvalho et al., 2001).

Desde los primeros estudios sobre la morfogénesis in vitro y aun en la actualidad se reconoce
la capacidad que tienen ciertos grupos de plantas para responder con mayor rapidez a la
formacion de nuevas estructuras u 6rganos in vitro, repuesta morfogénica que se da ante la
presencia de un estimulo. La comprension de toda la fisiologia de las plantas donantes puede
ser critica para establecer protocolos exitosos que dependen del genotipo, las condiciones
ambientales, estado fisiolégico y ontogénico (Benson, 2000). Para una especie dada, los
factores enddgenos y ambientales como el genotipo, el tejido y el momento de la escision, la
posicién del explante dentro de la planta madre, la fenologia, la maduracion del arbol, la luz y
la temperatura podrian ser limitantes para la regeneracion (Bonga et al., 2010, Rutledge et al.,

2013).
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Efecto del Genotipo

La regeneracion in vitro depende de la especie, variedad o cultivar y es altamente variable e
impredecible, siendo el genotipo uno de los factores mas influyentes en la regeneracion in
vitro (Gubis et al., 2003), ya que existen grandes diferencias en la division celular, la
capacidad regenerativa en plantas provenientes de una misma especie y en respuesta
morfogénica en iguales condiciones de cultivo (Swartz, 1991). Segun Vieitez et al. (2007), los
resultados en el cultivo in vitro de Castanea sativa dependen en gran medida de este factor, el
cual no solo influye en la tasa de proliferacion y de enraizamiento, sino también el vigor y la

aclimatacion de las plantulas regeneradas.

Se ha evidenciado el efecto del genotipo en la tasa de multiplicacion, en el requerimiento
luminico, requerimientos nutricionales y hormonales, brotacién y enraizamiento (Miranda-
Fontaifia y Fernadndez-Ldpez, 2001, Hasbdn et al., 2009, Fernandez et al., 2001, Corredoira et

al., 2011, Séez et al., 2012).

Edad planta donante

En las plantas la capacidad morfogénica de los meristemas puede cambiar durante el
envejecimiento, siendo la maduracién y la edad ontogénica de los arboles el factor limitante
mas importante, ya que la eficiencia de la regeneracion es mucho mayor en los tejidos en las
primeras etapas de desarrollo (George et al., 2008) y después de alcanzar una edad critica, la
capacidad de propagacion disminuye abruptamente (Ballester et al., 1999). Aunque se han
hecho muchos intentos para superar el inherente cambio de fase asociado con el

envejecimiento y se ha descrito la revigorizacion de arboles adultos (Sanchez et al., 1997,
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Giovannelli y Giannini, 1999, Von Aderkas y Bonga, 2000), existen todavia barreras para la
propagacion clonal de arboles adultos seleccionados (Selby et al., 2005, Prakash y
Gurumurthi, 2010, Klimaszewska et al., 2011, Xiao et al,. 2014) y estas estdn dadas por la

edad del arbol donante, principalmente por el proceso de maduracion.

La maduracién es un proceso de desarrollo relacionado con la edad en plantas vasculares que
afecta a la morfologia, la tasa de crecimiento y otros rasgos fisioldgicos y de desarrollo, tales
como altura y didmetro de los brotes, atributos foliares, conductancia estomatica, fotosintesis,
tasas de respiracion, capacidad de enraizamiento y respuestas a factores biéticos y abioticos.
(Day et al., 2002, Day y Greenwood, 2011). Se han reconocido cuatro fases fenoldgicas en el
desarrollo: 1) la fase embrionaria, 2) la fase vegetativa juvenil postembrionaria, 3) la fase
vegetativa adulta, 4) la fase reproductiva adulta (Poethig, 2003). Aunque el cambio de fase
mas obvio es la transicion de la fase vegetativa al desarrollo reproductivo, los arboles exhiben
una compleja gama de fases de desarrollo, mostrando transiciones juveniles-adultos en
numerosos rasgos morfolégicos y fisioldgicos que ocurren en tiempos muy diferentes y
contindan durante afios. Estas transiciones juveniles-adultas se regulan independientemente en
grados variables (Day et al., 2002, Poethig, 2003, Brunner y Nilsson, 2004, Day y Greenwood,

2011).

Los tejidos juveniles poseen un alto grado de actividad meristematica y de elongacion celular
y tienden a tener mas plasticidad in vitro que los tejidos adultos (explantos provenientes de
plantas que han entrado en la etapa reproductiva), como es el caso de la respuesta de
cotiledones, hipocotilos y hojas aisladas de material juvenil que son usadas para
micropropagacion (Giovannelli, 1999, Ballester et al., 2001, San José et al., 2001, Becerra et

al., 2004, Giovannelli et al., 2004). A su vez, presentan una mayor capacidad morfogénica, la
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cual se manifiesta en respuestas de crecimiento, proliferacion y enraizamiento, a diferencia de
un tejido maduro el cuél es mas dificil de desdiferenciar e inducir a la produccién de raices y

brotes (Vidal et al., 2003) .

El castafio no estd exento de las barreras que impone la edad al cultivo in vitro, fendmeno
comun en gran parte de las especies lefiosas (Vieitez y San-José, 1996). Muchos autores
concuerdan en que la maduracién y la senescencia parecen ser los responsables de que la
capacidad morfogénica decline en muchas especies lefiosas, presentando un gradiente de
juvenilidad que disminuye desde la base hacia el apice (Vidal et al., 2003, Corredoira et al.,
2011, Hasbun, 2005, Ballester et al., 1999). Con respecto a eso, Ballester et al. (1999)
compararon la capacidad de proliferacion y formacion de raices en brotes obtenidos in vitro en
Castanea sativa Mill., siendo los provenientes de material vegetal colectado de la base del
arbol los que presentaron una mayor capacidad de respuesta en comparacion con los de la
copa. Por otra parte, Hasbun (2005) y Corredoira et al. (2011), confirmaron que los brotes
obtenidos de ramas basales de &rboles adultos de castafio, son mé&s reactivos para el
establecimiento in vitro que el material de la copa demostrando que la edad de la planta madre

condiciona el establecimiento in vitro.

Los gradientes de juvenilidad-madurez ocurren desde la base hasta la punta de los arboles
(Greenwood y Hutchinson, 1993, Bonga et al., 2010, Hartmann et al., 2011). Las
caracteristicas juveniles se conservan en tejidos ontogenéticamente jovenes cerca del eje
central en la base del arbol, mientras que la maduracion es evidente en tejidos
ontogenéticamente mas viejos, pero mas recientemente producidos, en la parte superior y
periférica del arbol (Von Aderkas y Bonga, 2000, Hartmann et al., 2011). Los brotes axilares

gue estan mas alejados del tallo son menos juveniles que los brotes formados mas cerca del
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tallo central, mientras que los tejidos juveniles a menudo se encuentran en los brotes que
surgen de las raices o del tocén del arbol (Bonga et al., 2010, Hartmann et al., 2011, Pijut et

al., 2011).

La clonacién en arboles adulto de castafio por medio del cultivo in vitro, ha sido lograda con
relativo éxito a partir de materiales que retienen ciertas caracteristicas fisiologicas juveniles,
tales como brotes basales, epicormicos o rebrotes de tocén (Sénchez et al., 1997, Hasbun,
2005, Vieitez et al., 2007, Ferndndez-Lorenzo et al., 1999, Fernandez-Lorenzo et al., 2001,

Cuenca et al., 2009, Concepciodn et al., 2005).

A la hora de profundizar en los mecanismos que regulan el proceso de maduracion y solventar
los problemas actuales que en la mayoria de los casos restringen la aplicacion de las técnicas
de micropropagacion de arboles seleccionados, es importante la busqueda de posibles
marcadores del cambio de fase a nivel morfoldgico y fisiologico, bioquimico y molecular.
Segun Vidal et al. (2003), las caracteristicas morfologicas de brotes y su capacidad de
proliferacion y enraizamiento pueden utilizarse como marcadores para diferenciar entre
explantes de origen juvenil y adulto. Por otra parte, los compuestos fendlicos son usados en
plantas lefiosas para diferenciar entre fases adultas y juveniles (Zhang et al., 2007), ya que la
sintesis de precursores de fenoles es mas activa y compleja en tejidos maduros que en tejidos

juveniles (De Klerk, 1997).

En Castanea sativa Mill., se han descrito diferencias morfoldgicas, bioquimicas y moleculares
asociadas a pérdida de competencia morfogénica con la edad (Ballester et al., 1999,

Fernandez-Lorenzo et al., 1999, Gil et al., 2003).
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Oxidacion de tejidos producto de la sintesis de compuestos fenolicos.

El establecimiento in vitro de tejidos vegetales de plantas lefiosas, en gran medida esta
limitado por la ocurrencia de oxidacion de los explantes y la liberacion de exudados al medio
de cultivo. Esto constituye uno de los problemas méas serios y frecuentes, desde el inicio y
durante el mantenimiento de un tejido cultivado in vitro (George, 1996, Laukkanen et al.,
2000, Murkute y Shanti-Patil, 2003, Tang y Newton, 2004), en especial en material vegetal

proveniente de arboles adultos.

Todos los vegetales, como producto de su metabolismo secundario normal, son capaces de
biosintetizar un elevado nimero de compuestos fendlicos, algunos de los cuales son
indispensables para sus funciones fisiologicas y otros son de defensa ante situaciones de estrés
(Quifones et al., 2012). Los compuestos fendlicos tienen diversas funciones en las plantas. La
mas importante, es que gran parte de ellos actian como antioxidantes que protegen a las

plantas contra el estrés oxidativo (Jaleel et al., 2009).

Al introducir in vitro material vegetal, se inducen cambios importantes en el metabolismo, la
fisiologia y el desarrollo, algunos de los cuales pueden tener consecuencias perjudiciales,
como la oxidacién y la posterior muerte de los tejidos. Esto se debe a que los dafios mecanicos
que se producen en los explantes durante la esterilizacion y la preparacion para el cultivo in
vitro, promocionan el exudado y la produccién de sustancias fendlicas. Los fenoles son
compuestos labiles que se oxidan muy facilmente (Debergh y Read, 1991). Como resultado
del estrés oxidativo, inmediatamente se producen alteraciones metabdlicas que favorecen la
formacion de radicales libres y sus productos de reaccién secundarios toxicos. La oxidacién
de estos exudados fendlicos produce enzimas del tipo polifenoloxidasas y tirosinasas,

sustancias que causan el ennegrecimiento del medio y que pueden llegar a ser letales para los
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explantes. Estas acttan sobre los polifenoles y la tirosina, oxidandolos a quinonas, sustancias
fitotoxicas que a su vez pueden polimerizarse, afectar las proteinas y en consecuencia, inhibir
el crecimiento y la viabilidad de los explantes (Tabiyeh et al., 2006) provocando necrosis de
los tejidos (George, 1996, Laukkanen et al., 2000, Murkute y Shanti-Patil, 2003, Tang y

Newton, 2004).

Por otra parte, es importante mencionar que las especies reactivas de oxigeno (ROS)
desempefian un rol en la regulacion del ciclo celular (Foyer y Noctor, 2005, Fehér et al.,
2008), por lo cual también son importantes en los tejidos vegetales. Estudios proteémicos
recientes revelaron que las proteinas inducidas después del estrés oxidativo, como la ascorbato
peroxidasa (Holmes et al., 2006), la dehidroascorbato reductasa, la glutation transferasa (Lee
et al., 2008) y la manganeso superoxido dismutasa mitocondrial (Shi et al., 2008), también
estaban conectadas a una mayor actividad de division celular. Estos hallazgos confirman y
enriquecen los datos que apoyan el papel funcional de algunas proteinas relacionadas con las

ROS en la regulacién de la division celular.

Las ROS desempefian un importante papel de sefializacion en las plantas (Foyer y Noctor,
2005), aunque en altas concentraciones pueden causar estrés oxidativo (Cassells y Curry,
2001, Gaspar et al., 2002). El estrés oxidativo define las consecuencias de un desajuste entre la
produccion de ROS y la capacidad de defenderse contra ellos. En algunos tejidos, la
proteccion antioxidante es finita y en el largo plazo algunas células se protegen
inadecuadamente contra el dafio de los radicales libres. Esto se da, principalmente, por que se
produce un desbalance entre procesos pro-oxidantes y antioxidantes esenciales, siendo menor
el contenido de estos ultimos, lo que promueve el aumento de la produccion de radicales libres

y la acumulaciéon de productos toxicos de oxidacion secundaria (Jing et al., 2003). Estas
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reticulaciones con macromoléculas, causan una disfuncion molecular y una disminucion
progresiva y temporizada de la competencia en el cultivo, que eventualmente conduce a una

pérdida de totipotencia (Benson, 2000).

Se ha demostrado que el estrés oxidativo contribuye a la recalcitrancia (Papadakis et al.,
2001), provoca varios trastornos fisiologicos del cultivo de tejidos vegetales, como la
hiperhidricidad (Gaspar et al., 2002, Cassells y Curry, 2001, Saher et al., 2004) y afecta el

desarrollo y las respuestas morfogénicas de los tejidos cultivados in vitro (Obert et al., 2005).

Existe una relacion directa entre la oxidacion de los tejidos cultivados en condiciones de
cultivo in vitro y la edad del material donante, ya que las plantas muestran diferentes
comportamientos dependiendo de su ontogenia, siendo los tejidos juveniles menos propensos a
la oxidacion que los tejidos adultos (George, 1996). En las plantas adultas o durante la
senescencia las especies reactivas de oxigeno (ROS) y el dafio oxidativo aumentan, mientras
que los niveles de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa y
peroxidasa de ascorbato, disminuyen (Jiménez et al., 1998, Orendi et al., 2001, Munné-Bosch
y Alegre, 2002). La senescencia inducida por el estrés se acompafia con un aumento de ROS y
una disminucién de las enzimas antioxidantes (Hodges y Forney, 2000, Sandalio et al., 2001,
Santos et al., 2001). La fenolizacion esta relacionada con el estado fisioldgico de los tejidos o
explante; es decir, la edad ontogenética estd vinculada a la presencia y acumulacién de

compuestos fendlicos en las plantas (Hernandez y Gonzélez, 2010).

Compuestos fenélicos y el Acido Indol Acético (AlA).
Los compuestos fendlicos pueden actuar favoreciendo o limitando la capacidad morfogénica

de los tejidos en el cultivo in vitro y esta relacion esta dada por la relacién que existe con el
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Acido Indol Acético (AIA). Algunos tipos de fenoles se han relacionado con auxinas en
formas distintas de protegerlas de la oxidacién, siendo moduladores del catabolismo del AlA.
Es el caso de algunos monofenoles como el &cido sindptico y &cido feralico que a bajas
concentraciones inhiben la accion de AlAoxidasa por lo que deja actuar al AlA en elongacion
y division celular, crecimiento y subsecuente desarrollo de la planta (Volpert et al., 1995,
Arnaldos et al., 2001). Por otra parte, las peroxidasas pueden actuar como catalizadores de la
oxidacion del AlA dejandolo inactivo, como es el caso de AIA oxidasa que corresponde a una

peroxidasa acida (Debergh y Read, 1991).

Por otra parte, existen tipos de fenoles llamados flavonoides que también pueden actuar como
inhibidores del transporte de auxina (Murphy et al., 2000, Peer y Murphy, 2007). Esto se debe
a que la estructura quimica de estos fenoles es similar a un inhibidor natural del transporte de
auxina, el Acido Naftiltalamico, NPA (Brown et al., 2001). La inhibicion del transporte de
auxina se produce a través de la unién de los flavonoides a proteinas facilitadoras del exflujo
de auxinas de la familia PIN (Murphy et al., 2000, Peer et al., 2001, Marko et al., 2004), las
cuales afectan a la distribucion de las proteinas PIN, encargadas del transporte de la hormona a

través de las células y afectando, finalmente, la elongacién celular (Buer et al., 2007).

1.3 Identificacion de variedades

Las herramientas enfocadas al estudio de la huella genética propia de cada variedad o cultivar
se basa en marcadores genéticos. Estos se definen de manera amplia como cualquier variacion
observable (fenotipica) que se deriva directamente de una variacion subyacente a nivel del

ADN (Santos, 2011). Los marcadores genéticos, se clasifican en marcadores morfolégicos,
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basados en los rasgos evaluables visualmente, marcadores bioquimicos, basados en proteinas,

marcadores moleculares, aquellos que dependen de un ensayo de ADN (Semagn et al., 2006).

Tradicionalmente para distinguir entre diferentes especies y cultivos los descriptores
morfolégicos son los méas usados, sin embargo, hay casos en que estos criterios son de dificil
aplicacion, como en el caso de una alta similitud morfoldgica, estrecha relacion genética entre
variedades y sus progenitores, etc, a lo que se suma la desventaja de estar influenciados por el
ambiente, por interacciones epistaticas y por efectos pleiotropicos, entre otros (Ye et al., 2008,
Busconi, 2006). Los caracteres fenoldgicos son muy plasticos, por lo que su caracterizacion
debe realizarse en ensayos coetaneos, que permitan la separacién de efectos genéticos y
ambientales. Segun Pigliucci (2001) la plasticidad fenotipica es la propiedad observada en un
genotipo de mostrar diferentes fenotipos como respuesta a distintas condiciones ambientales,
las tres variables de interés: genotipo, ambiente y fenotipo se relacionan entonces mediante la

denominada norma de reaccion.

La identificacion de variedades de castafio se ha basado, tradicionalmente, en la observacion
de caracteristicas morfoldgicas (Marinoni et al., 2013), siendo diferenciadas mediante las
caracterizacion de fruto, forma y tamafio de las hojas, estructura del arbol (Grau, 2003) y a
través de caracteristicas fenoldgicas como floracion, maduracién y caida de frutos (Serdar et

al., 2011).

El uso de marcadores morfoldgicos para castafio han permitido clasificar el fruto en
parametros fisicos con respecto al cumplimiento de las caracteristicas que corresponden al tipo
marrone, midiendo para ello el calibre de las castafias (Benedetti et al., 2012). Adicionalmente,

el método francés especifica que un cultivar produce un fruto tipo marrone si menos del 12%
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de frutos producidos posee poliembronia, mientras que el método italiano se centra en evaluar

las caracteristicas organolépticas (Grau, 2003).

Otros tipos de marcadores utilizados son los moleculares, los cuales son secuencias
identificables de ADN que se encuentran en determinados lugares del genoma (locus) y que
estan relacionadas con la herencia de una caracteristica 0 de un gen vinculado a ésta. Un
genotipo puede presentar variaciones o diferencias (polimorfismos) entre organismos de una
misma especie y estas diferencias resultan de cambios o re-arreglos entre los elementos que
conforman el ADN (King et al., 2012). Estos marcadores tienen herencia mendeliana, detectan
variaciones directas a nivel del ADN, identifican individuos dominantes y codominantes y no
son afectadas por el ambiente (Valadez y Kahl, 2000). Son observables sin importar el estado
de desarrollo del individuo ni el tejido analizado, ya que la informacion genética estéa presente

en todas las células (King et al., 2012).

El uso de los marcadores moleculares ha aumentado la eficiencia de los programas de
mejoramiento silvoagricola, alcanzando resultados muy importantes en la blsqueda de
resistencia a enfermedades, resistencia a insectos, aumento de cosechas, tasas de crecimiento,

entre otros (Ajmone-Marsan et al., 2001).

Existen huellas genéticas que subyacen de la deteccion de fragmentos variables de ADN con
alta diferenciacion individual (Kroud, 2008) que puedan ser especificas de una variedad o
cultivar, permitiendo distinguir unas de otras. Frecuentemente, un grupo de loci polimérfico es
suficiente para la determinacion de una huella genética Unica y pueden ser detectados
mediante la utilizacién de marcadores moleculares como: Polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccién (RFLP), Amplificaciéon aleatoria del ADN polimérfico (RAPD),

Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), Microsatélites o
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Secuencias simples repetidas (SSR) u otros que permiten detectar determinadas diferencias

(polimorfismos) en las secuencias de ADN (Azofeifa-Delgado, 2006, Prohens et al., 2009).

Los marcadores denominados microsatélites SSRs (Simple Sequence Repeats) son los mas
empleados en la actualidad en estudios de diversidad genética debido a su alta
reproductividad, naturaleza multialélica, forma de herencia codominante y amplia cobertura
del genoma (Schlttterer, 2004). Trabajos realizados en especies vegetales con dichos
marcadores han aportado una cuantiosa informacion sobre diversidad genética en poblaciones
de especies forestales como nogal (Vahdati et al., 2015), pino (Fady, 2012), encino
(Steinkellner et al., 1997) y castafio (Martin et al., 2010, Mattioni et al., 2013, Lusini et al.,
2014). Ademas, se han convertido en las mejores herramientas para los estudios de
identificacion varietal en especies vegetales o de huella genética (Varshney et al., 2005). En
castafo, la identificacion de las variedades se estd empezando a clarificar mediante el uso de

estos marcadores (Gobbin et al., 2007, Martin et al., 2010, Pereira-Lorenzo et al., 2010).

En Castanea sp. los marcadores moleculares mas utilizados para la caracterizacion genética
han sido los SSR (Botta et al., 1999), caracterizados en Castanea sativa Mill. (Marinoni et al.,
2003, Buck et al., 2003) y aplicados en estudios de poblaciones naturales, cultivares e incluso
hibridos eurojaponeses (C. crenata x C. sativa), flujo de genes en poblaciones europeas (Botta
et al., 2004), logrando detectar niveles variables de diversidad genética y al mismo tiempo
casos de sinonimia u homonimia entre cultivares (Botta et al., 1999, Botta et al., 2001, Buck et
al., 2003, Marinoni et al., 2003, Yamamoto et al., 2003, Boccacci et al., 2004, Gobbin et al.,
2007, Martin et al.,, 2009, Martin et al., 2010a, Martin et al., 2010b). Se analizaron 53
individuos de cultivares italianos e hibridos eurojaponeses introducidos en Chile, utilizando 7

marcadores SSR, se logro diferenciar entre cultivares estudiados confirmando la identidad de
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la mayoria de las muestras, aunque quedaron algunos con dudosa identidad o sin confirmar

(Bounous et al., 2005).

Se han utilizado marcadores morfol6gicos en conjunto con marcadores SSRs con el objetivo
de encontrar una correlacion de los resultados obtenidos entre estos, concluyéndose que pocos
fueron eficaces para discriminar entre cultivares en comparacioén con los SSR, dejando de
manifiesto que no son suficientes por si solos para generar una certera caracterizacion
genética, debido a que principalmente el ambiente influencia los resultados que se obtienen
(Botta et al., 2001, Torello-Marinoni et al., 2013). Ademas, se les ha dado lugar a los
marcadores bioquimicos basados en el uso de isoenzimas (Pereira-Lorenzo et al., 1996,
Pereira et al., 1999) y extraccidn de proteinas que han detectado variabilidad entre poblaciones
de distinto origen (Villani et al., 1991) y variabilidad dentro y entre cultivares de castafio

(Pereira-Lorenzo y Fernadndez-Lépez, 1993).

Existen marcadores moleculares de mayor sensibilidad que permiten detectar diferencias al
punto de determinar si dos individuos son hermanos o clones. Es el caso de los marcadores
AFLP que se utilizan para variadas aplicaciones, como por ejemplo para evaluar la diversidad
genética dentro de una misma especie 0 entre especies estrechamente emparentadas, inferir
filogenias a nivel poblacional, generar mapas genéticos y determinar relaciones entre
cultivares, logrando detectar diferencias genéticas entre clones de un mismo cultivar o

ayudando a solucionar problemas de identificacion (Paun y Schonswetter, 2012).

La sensibilidad para detectar polimorfismo a nivel de ADN, reproducibilidad y resolucion de
los AFLP es al menos igual o superior a la de otros marcadores moleculares (Mueller y
Wolfenbarger, 1999). Los AFLP fueron de gran utilidad para la caracterizacién intercultivar

en la especie C. mollisima, demostrandose por la estrecha base genética de los cultivares
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selectos utilizados en la actualidad (Ovesna, 2005). Ademas, se ha estudiado la diversidad
genética dentro y entre especies de Castanea utilizando varios marcadores moleculares donde
los AFLP fueron los més eficientes en cuanto polimorfismos detectados, por sobre RAPD,

ISSR y SSR (Abdelhamid et al., 2014).

HIPOTESIS

El genotipo, la edad y compuestos oxidativos presentes en la planta madre, son determinantes

en el establecimiento en cultivo in vitro de las distintas variedades de Castafio Europeo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del genotipo, la edad y compuestos fendlicos asociados a la edad, en la
capacidad morfogénica del establecimiento in vitro de variedades de Castafio Europeo,

seleccionadas para produccion de plantas, previamente identificadas genéticamente.
Objetivos especificos

1. Validar la identidad genética de variedades de castafio Europeo existentes en Chile y

seleccionadas para programa de produccion de plantas.

2. Evaluar el efecto de genotipo en el establecimiento in vitro de las variedades de

Castafio Europeo, seleccionadas.

3. Evaluar el efecto de la edad de la planta madre en las respuestas morfogénicas en el
establecimiento in vitro y determinar compuestos fendlicos que estén asociados a las

respuestas obtenidas.
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RESUMEN

Las variedades productoras de frutos tipo marrone introducidas a Chile por el INIA
Quilamapu, crecen bien en Chile y producen frutos que cumplen con los estandares de calidad
establecidos en el mercado internacional. Si bien el material vegetal fue introducido siguiendo
severas normas de cuarentena, la identidad de cada variedad no fue chequeada. La
identificacion de cultivares de castafio en Europa se ha basado, tradicionalmente, en la
observacion de caracteristicas morfoldgicas siendo diferenciadas mediante las caracterizacion
de fruto y a través de caracteristicas fenoldgicas como floracion, maduracion y caida de frutos.
Otros marcadores utilizados son los moleculares, siendo los mas utilizados para la

caracterizacion genetica en especies del género Castanea los SSR. De acuerdo a las
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observaciones realizadas en campo en un huerto frutal de castafo, seleccionado para iniciar un
programa de produccion de plantas de distintas variedades, se han podido detectar algunas
diferencias fenoldgicas y fenotipicas de al menos 20% de los arboles dentro de cada hilera de
plantacion. Lo anterior sustenta la hipotesis de que existen errores de identificacion varietal en
al menos 15% de los individuos del huerto. En el presente estudio se plante6 como objetivo
detectar casos de asignacion errénea de variedades de Castanea sativa Mill. e hibridos (C.
crenata x C. sativa) introducidos desde Europa y cultivados en Chile, seleccionados para
programa de produccion de plantas. Para ello se utilizaron marcadores moleculares SSRs. Se
estudiaron nueve cultivares, seleccionando 8 arboles, por cultivar, al azar. Los perfiles
combinados de los cinco SSR mostraron once genotipos distintos entre los nueve cultivares
analizados, verificando errores en la asignacion varietal establecida. De los nueve genotipos
estudiados sélo Bouche Rouche, Citta di Castello y Castell Borello, estan correctamente
identificados. En Precoce Migoule hubo diferencias genotipicas intraespecificas, ya que se
detectaron cuatro genotipos distintos. Podrian existir errores de manipulacién dentro del
huerto lo que se concluye al detectar un ejemplar de Castell Borello en la linea de cultivo de
Precoce Migoule. Por otra parte, los cinco microsatélites utilizados fueron insuficientes para
detectar los polimorfismos entre las variedades marrones de referencia y las variedades
chilenas identificadas. Antes de iniciar un programa de produccion de plantas en variedades de
interés, es de suma importancia validar la identidad genética de estas, para evitar problemas

posteriores que pueden significar el fracaso del programa establecido.

PALABRAS CLAVES: Cultivar, certificacion genética, Castanea sativa Mill.
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I. INTRODUCCION

Castanea sativa Mill. es una especie caducifolia, perteneciente a la familia Fagaceae.
Originaria de europa fue introducida en Chile hace mas de 200 afios. Se cultiva entre las
latitudes 34 ° y 41 ° Sur, principalmente a lo largo de la pre-cordillera de los Andes. Las
condiciones ecologicas de la zona piamontesa chilena son aptas para el desarrollo del castafio
para produccion de frutos secos y fines madereros. Grau (2004) sostiene que la tasa de
crecimiento de los arboles de castafio en Chile es superior a su lugar de origen, producto del
clima mas benigno, la ausencia de las principales enfermedades y plagas que afectan a la
especie, y la calidad de los suelos volcanicos que son profundos y fértiles con alto contenido
de materia organica. Loewe et al. (1998) indican que el rendimiento frutal en Chile es mayor a
los promedios europeos, aun con un manejo rastico y sin la utilizacién de variedades

mejoradas de frutos tipo castafia 0 marrone.

Las variedades productoras de fruto tipo marrone fueron introducidas a Chile en el afio 1996
por el INIA Quilamapu (Grau 2003). Se trajeron 18 cultivares desde Italia, Francia y Japon.
Las variedades ingresadas fueron 12 C. sativa, 4 C. crenata y 2 hibridos eurojaponeses de C.
sativa x C. crenata. Estas variedades crecen bien en Chile y producen frutos que cumplen con
los estandares de calidad establecidos en el mercado internacional (Bounous 2002, Grau
2003). Si bien el material vegetal fue introducido a Chile siguiendo severas normas de
cuarentena, la identidad de cada variedad no fue chequeada. Bounous et al. (2005) realizaron
un estudio donde compararon la identidad genética de algunas variedades encontrando
diferencias con respecto al perfil genético utilizado de referencia. La variedad Marrone
Montemarrano es una de las mal identificada, a la que se suman Castell della Madonna,

Marrone Fiorentino y algunos arboles de la variedad Castell Borello.

Las 18 variedades ingresadas a Chile difieren tanto por su morfologia como su fenologia.
Dentro de las caracteristicas morfoldgicas se considera la tasa de crecimiento, fuste, hojas,
flores y caracteristicas de fruto. Dentro de las fenoldgicas, estan el periodo de brotacion,
floracion, maduracion de los frutos ((Breisch, 1995) y caida de las hojas (Serdar et al. 2011).
Todas las caracteristicas anteriores son de gran importancia, pero fundamentalmente la
seleccion de variedades esta dada por el tipo de fruto, siendo esta caracteristica la que mas

interesa comercialmente (Grau 2003).
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Precocce Migoule y Marigoule son dos variedades introducidas y cultivadas en Chile. En
Francia, pais de origen, se caracterizan por estar dentro de las precoces y semi-precoces,
respectivamente. Grau (2009) estudio la fenologia de estas variedades cultivadas en Chile y
los resultados concuerdan con el comportamiento que tienen en su pais de origen, con respecto
a la entrada en floracion de los amentos masculinos (Grau, 2009), siendo m&s precoz
Marigoule que Precoce Migoule (Breisch, 1995). Ambas variedades son consideradas buen

polinizador.

La identificacion de cultivares de castafio en Europa se ha basado, tradicionalmente, en la
observacion de caracteristicas morfoldgicas (UPOV 2011, Marinoni et al. 2013) siendo
diferenciadas mediante las caracterizacion de fruto (Grau 2003) y a través de caracteristicas
fenolégicas como floracion, maduracion y caida de frutos (Serdar et al. 2011). El uso de
marcadores morfologicos para castafio han permitido clasificar el fruto en parametros fisicos
con respecto al cumplimiento de las caracteristicas que corresponden al tipo marrone,

midiendo para ello el calibre de las castafias (Benedetti et al. 2012).

Otros marcadores utilizados son los moleculares, siendo los mas utilizados para la
caracterizacion genética en especies del género Castanea los SSR (Botta et al. 1999), los
cuales se han caracterizado en Castanea sativa Mill. (Marinoni et al. 2003, Buck et al. 2003) y
aplicados en estudios de poblaciones naturales de castafio, caracterizacion de cultivares e
incluso hibridos eurojaponeses (C. crenata x C. sativa), flujo de genes en poblaciones
europeas (Botta et al. 2004), logrando detectar niveles variables de diversidad genética y al
mismo tiempo casos de sinonimia u homonimia entre cultivares (Botta et al. 1999, Botta et al.
2001, Buck et al. 2003, Marinoni et al. 2003, Yamamoto et al. 2003, Boccacci et al. 2004,
Gobbin et al. 2007, Martin et al. 2009, Martin et al. 2010a, Martin et al. 2010b). En un estudio
realizado por Bounous et al. (2005) en 53 arboles seleccionados de distintos cultivares
italianos y franceses introducidos en Chile, se utilizaron 7 marcadores SSR en el analisis de

tipificacion demostrando solo algunos estan correctamente identificados.

Se han utilizado marcadores morfolégicos en conjunto con marcadores moleculares
microsatélites (SSRs) con el objetivo de determinar si existe una correlacion de los resultados
obtenidos. Los resultados muestran que un bajo porcentaje de marcadores morfoldgicos fueron

eficaces para discriminar entre cultivares en comparacion con los SSR, dejando de manifiesto
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que no son suficientes por si solos para generar una certera caracterizacion genética.
Aparentemente, el ambiente tiene influencia en los resultados que se obtienen (Botta et al.
2001, Torello-Marinoni et al. 2013).

De acuerdo a las observaciones realizadas en campo en un huerto frutal de castafio,
seleccionado para iniciar un programa de produccion de plantas de distintas variedades, se han
podido detectar algunas diferencias fenoldgicas y fenotipicas de al menos 20% de los arboles
dentro de cada hilera de plantacion. Lo anterior sustenta la hipotesis de que existen errores de
identificacion varietal en al menos 15% de los individuos del huerto. Por lo tanto, en la
presente investigacion se plantea como objetivo general detectar casos de asignacion errénea
de variedades de Castanea sativa Mill. e hibridos (C. crenata x C. sativa) introducidos desde

Europa y cultivados en Chile, seleccionados para programa de produccion de plantas.
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Il. MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y extraccion de ADN.

El material se obtuvo de un huerto productor de frutos establecido el 2008, mediante injerto,
en la VII regidn, Linares, Estacion Villa Alegre. Se cortaron varetas de ocho individuos en
nueve cultivares (Tabla 1), las cuales se limpiaron y guardaron en un congelador a -20°C,
hasta el momento de realizar las extracciones de ADN.

Tabla 1. Variedades de castafio en estudio y su procedencia.

Variedad Origen Especie
Marigoule Francia  (C. sativa /C. crenata)
Precoce Migoule Francia  (C. sativa /C. crenata)
Bouche Rouge Francia  (C. sativa)

Marrone di Montemarano Italia (C. sativa)
Marrone di Val di Susa Italia (C. sativa)
Marrone di Citta di Castello Italia (C. sativa)
Marrone di Castel Borello Italia (C. sativa)
Marrone di Cuneo Italia (C. sativa)
Marrone di Chiusa di Pesio Italia (C. sativa)

Fuente: Elaboracién propia.

El ADN gendmico se extrajo utilizando el tejido floematico, aproximadamente 0,05 gr.
mediante el kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN®). Para la cuantificacion del ADN se utiliz6

el programa GelQuantNET. La integridad y pureza se evalué mediante geles de agarosa al 1%.

También, se seleccioné una planta proveniente de semilla de Precoce Migoule, Marigoule y
Marrone di Citta di Castello (Tabla 2) y dos de Marrone di Val di Susa, para la extraccion de
ADN vy la determinacion de la distancia genetica con respecto a la planta madre. Las muestras

de ADN se enviaron a Italia para su andlisis genético.
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Tabla 2 .Variedades de castafio con sus respectivas muestras a partir de semillas.

Variedad Muestra
Marrone di Val di Susa VS3
Marrone di Val di Susa VS7
Precoce Migoule PM1
Marigoule M1

Marrone di Citta di castello CC1

Fuente: Elaboracion propia.

Anélisis con SSRs.

En la certificacion de los cultivares asistida por microsatélites (SSR) se utilizaron 5 loci
altamente polimérficos y no ligados (Barreneche et al. 2004). Los iniciadores utilizados fueron
EMCs38 (Buck et al. 2003), CsCAT1, CsCAT3 y CsCAT16 (Marinoni et al. 2003)
especificos de C. sativa Mill y ademas, se utilizé el iniciador QpZAG119 desarrollado para
Quercus robur y Q. petreae (Steinkellner et al. 1997), adaptado para castafio (Boccacci et al.
2004) (Tabla 3). En todos los casos el iniciador directo se marcé con un fluorocromo (FAM,
HEX o NED).

El perfil genético de cada muestra se determind mediante ensayos de PCR Electroforesis
Capilar Fluorescente, con secuenciacion en forma simultanea de locus marcados con

fluorocromos distintos o con rangos de tamafios diferentes.

La amplificacion de los loci SSR por PCR se llevo a cabo con 1,5 ng de ADN en 15 pL de
mezcla de reaccion [PCR Buffer (1nM), MgCI2 (1,5 nM), iniciador directo (0,5 uM) y reverso
(0,1 uM), dNTPs (0,1 uM), Taqg-ADN polimerasa (AmpliTaq Gold polymerase, Applied-
Biosystems) (0,5 uM) y BSA (8 pg/ uL)].

Los ciclos de amplificacion se llevaron a cabo en un Termociclador Swift ™ ESCO Swift
Maxi Thermal Cycler y consistio en un paso inicial de 2 minutos a 90°C, seguido de 35 ciclos
de 20 segundos a 94°C, 30 segundos a temperatura annealing de 55°C para cada par de
primers, 45 segundos a 72°C, con un paso final de extension de 10 minutos a 72°C. Para
certificar la amplificacion, alicuotas de 5 puL se sometieron a electroforesis vertical (100 Volt,

100 min) en geles de agarosa al 2%, revelandose los fragmentos con bromuro de etidio (0,5
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pug/mL) y luz ultravioleta. Se tomaron alicuotas de 2 uL de los productos de amplificacion y
mezclaron con 3 pl de una soluciéon (10:2:1) de formamida/estandar de tamafio GeneScan-350
ROX/buffer de carga (EDTA 25 mM, dextrana azul (50 mgmL—1). Las muestras se
desnaturalizan a 95 °C durante 5 min y analizan en un gel de secuenciacion compuesto por
acrilamida (4,25%), tampon TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM) y urea (6%) utilizando un
secuenciador ABI-PRISM 3100 DNA.

Tabla 3. Lista de SSR loci, origen, secuencia del primer y sus respectivas temperaturas de
annealing (Tm’) usadas en el estudio y las encontradas en la literatura (Tm).

Locus Secuencia (5°-3) del iniciador Motivo repetido Longitud m TTm’
Producto (pb)  (°C) (°C)
CsCATL a F GAGAATGCCCACTTTTGCA IMPERFECTO 220 50 57,1
R GCTCCCTTATGGTCTCG (TG)5TA(TG)24
CsCAT3 a F CACTATTTTATCATGGACGG PERFECT 224 50 57,1
R CGAATTGAGAGTTCATACTC (AG)20
CsCAT16 a F CTCCTTGACTTTGAAGTTGC PERFECT 143 50 51,8 - 58,6
R CTGATCGAGAGTAATAAAG (TC)20
EMCs38 b F  TTTCCCTATTTCTAGTTTGTGAT PERFECT 228-270 56 53,2-60,4
R G ATGGCGCTTTGGATGAAC (AG)31
QpZAGl19c F GATCAGTGATAGTGCCTCTC 54 -92 46 55,2
R GATCAACAAGCCCAAGGCAC

a Marinoni et al. (2003), b Buck et al. (2003), ¢ Steinkellner et al. (1997).

Fuente: Elaboracion propia.

En el caso de las variedades de referencia el analisis se realizé en Italia con las muestras de
ADN de origen de cada variedad en estudio (Tabla 1). Todas las amplificaciones de SSR se
realizaron en un volumen de 20 pl que contenia 2 ul de tampon NH4 10x [160 mM (NH4)
2504, Tris-HCI 670 mM (pH 8,8 a 25 ° C), Tween-20 al 0,1%, MgCI2 2,25 mM. DNTP 250
UM, 0,55 uM de cada cebador, 0,75 U de ADN polimerasa BioTaq (Bioline, Londres, Reino
Unido) y 50 ng de ADN extraido de las hojas.

Las PCR se realizaron utilizando un iCycler térmico (Bio-Rad Laboratories) en las siguientes
condiciones: una etapa de desnaturalizacion inicial a 94 ° C durante 3 min; 28 ciclos de 30 s a
94°C,45s5a52°Cy90sa72°Cyunaetapa de extensiéon final de 30 mina 72 ° C.
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Para el analisis de microsatélite las muestras se analizaron en 5 SSR seleccionados (Tabla 3).
Las muestras se analizaron en un secuenciador capilar 3130 (Applied Biosystems, Foster City,
California, EE. UU.). Los datos se procesaron con el software GeneMapper Software 4.0
(Applied Biosystems) y los alelos definidos por su tamafio (en pb), en comparacion con el

estandar (GeneScan -500 LIZ, Biosistemas Aplicados).

Anadlisis de datos

Los resultados de la secuenciacion se ingresaron en el programa Peak Scaner Software v1.0
donde se obtuvo los alelos (pb) de cada individuo identificando automaticamente todos los
amplicones, mediante la comparacion de movilidad de cada producto de PCR con los
estandares internos y asignandole un tamafio basado en la misma comparaciéon. Los datos
resultantes se ingresaron en el programa PowerMarker V3.25 donde se realiz6 un andlisis de
los datos. Con el tamario de los alelos (pb) para cada individuo con respecto a cada partidor se
obtiene el perfil genético para cada muestra considerando los cinco microsatélites utilizados.

Se calcul6 la distancia genética (Nei, 1973) entre las muestras y se realizd un andlisis de
conglomerados o cluster por medio del programa PowerMarker V3.25 obteniéndose un
dendrograma en formato Phylip, el cual fue ingresado al programa TreeView X (Page 1996)
donde se genero una representacion grafica de este.

Por otra parte, utilizando el programa GenALEXx 6.502 se calcul6 la distancia genética entre
todas las muestras, considerando las muestras de referencia y se hizo un analisis de las

principales coordenadas (PCoA) para visualizar la distribucion de las muestras.

Para la validacion genética de los cultivares en estudio, se compararon lo sperfiles obtenidos

de los cultivares chilenos con los de origen.
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I11. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Perfil variedades de origen

Con los cinco microsatélites utilizados se obtuvo el perfil genético de referencia de las 9
variedades seleccionadas (Tabla 4). De acuerdo a los resultados, las variedades Marrone di
Val Sussa y Marrone di Castel Borello son un caso de sinonimia, correspondiendo a la misma
variedades. Igual caso se da entre Marrone Chiusa di pesio y Marrone di Cuneo (Tabla 4). Por
otra parte, las variedades italianas Marrone di Val Susa, Marrone Castel Borello, Marrone
Citta di Castello, Marrone Chiusa Pesio y Marrone di Cuneo coinciden sus perfiles con los
partidores CSCAT1, CsCAT3, CsCAT16, EMCs38 y QpZAG119, lo cual se debe a que tienen
un origen monoclonal (Marinoni et al. 2013) y que el perfil base de los marrones esta dado por

estos partidores (Tabla 5).

Tabla 4. Perfil genético de referencia de las variedades italianas y francesas.

Cultivar CsCAT1 | CsCAT3 | CsCAT16 | EMCs38 | QpZAG 119
Marigoule 186 194 | 203 224 | 131 131 | 240 240| 75 75
Precoce Migoule 188 194 | 203 247 | 146 146 | 242 242 75 75
Bouche Rouge 194 223|240 281 | 133 144 | 242 256| 85 85
Marrone di Montemarano 207 223|224 232|131 144 | 254 274 8 91
Marrone di Val Susa (Marrone di
Castel Borello) 215 2231226 240 | 127 133 | 238 242| 63 85
Marrone di Citta di Castello 215 2231226 240 | 127 133 | 238 242| 63 85
Marrone di Chiusa Pesio (Marrone
di Cuneo) 215 2231226 240 | 127 133 | 238 242| 63 85

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 5. Perfil Genético para Marrone con los microsatélites CsCAT1, CsCATS3,
CsCAT16y QpZAG119.

CULTIVAR CsCAT1 CsCAT3 CsCAT16 QpZAG119

Marrone 215 223 | 226 240 | 127 133 63 85

Fuente. Marinoni et al. 2013.
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Con el fin de caracterizar la informatividad de los 5 loci SSR para la identificacion de castafio,

la variabilidad de cada locus se evalud a través de los genotipos.

Todos los pares de iniciadores utilizados en el analisis (Tabla 3) fueron polimorficos y

amplificaron correctamente. Un total de 42 alelos fueron detectados y el nimero de alelos
encontrados por locus vari6 de 5 (CsCAT1 y QpZAG119) a 10 (CaCAT3), con una media de

7 alelos por locus, siendo el partidor CaCAT3 el mas polimorfico (Tabla 5). Este valor fue

inferior a los publicados en otros estudios realizados en castafio utilizando SSRs (Tabla 6). Sin

embargo, la Ho media=0,87 fue superior a la encontrada por Gobbin et al. (2007) y a la

encontrada por Marinoni et al. (2013) con una media de Ho=0,73 y 0,75, respectivamente.

Tabla 6. Descripcion de 5 SSR loci en las 62 muestras analizadas.

Partidor Rango N°deAlelos N° Genotipos  Frecuencia Alélica N HE HO
CsCAT1 186-221 5 5 0.36 62 0,72 0,95
CsCAT3 209-280 10 9 0.35 62 0,80 0,79
CsCAT16 125-146 6 6 0.44 62 0,69 1,00
EMCs38 237-259 9 8 0.40 62 0,70 0,86
QpZAG119 62-89 5 5 0.52 62 0,559 0,74
Media 7 7,2 0.41 62 0,70 0,87

HO, Heterozigosidad observada, HE, Heterozigosidad esperada. Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 7. Promedio de alelos encontrados en estudios realizados en castaio utilizando

marcadores SSRs.

N° alelos promedio | N° SSRs | N° de muestras
Marinonni et al. 2003 8 10 68
Martin et al. 2010b 7,4 7 94
Gobbin et al. 2007 9,75 8 164
Martin et al. 2009 8,7 7 100
Pereira-Lorenzo et al. 2010 11,8 10 574

Fuente: Elaboracion propia.
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La combinacion de perfiles en todos los loci resultd en 13 genotipos de los cuales 3 estuvieron

representados por sélo un individuo con un perfil genético Unico (Tabla 8). Los cultivares

Marigoule, Castell Borello y Precoce Migoule fueron los que presentaron mas de un genotipo.

Tabla 8. Perfil Genético de los 13 genotipos encontrados al analizar los 9 cultivares de
Castanea sativa con los 5 SSR (tamafio de los alelos en pares de base) en estudio.

MUESTRAS CsCAT1 | CsCAT3 | CsCAT16 | EMCs38 | QpZAG119
BR701- BR707y BR709 | 194/223 | 240/281 134/144 242/256 85/85
CU710-CUT717 215/223 | 226/240 133/141 242/256 63/91
CP718-CP725 215/223 | 226/240 131/141 238/242 63/85
VS726-VS733 215/223 | 229/240 133/141 238/242 63/85
MM767y MM773 192/192 | 227/227 129/131 242/259 63/85
M742 186/192 | 224/224 141/144 240/240 83/83
M743-M749 186/192 | 224/225 131/144 240/240 83/83
CB736y CB739 215/223 | ----- f----- 127/133 238/242 63/85
CB735, CB738, CB740 215/223 | 228/240 127/133 238/242 63/85
CB734, CB737, CB741,

PM755 215/223 | 226/240 127/133 238/242 63/85
CC758-CC761

PM751-PM754y PM756 | 194/217 | 209/233 129/141 242/242 62/75
PM750 188/194 | 247/263 131/146 242/242 75/85
PM757 194/194 | 227/227 141/146 247/257 63/85

PM: Precoce Migoule, M: Marigoule, MM: Marrone Montemarano, BR:
Marrone di Cuneo, CP: Marrone di Chiusa di Pesio, VS: Marrone di Val di Susa, CB: Marrone
Castell Borello, CC: Marrone di Citta di Castello. Fuente: Elaboracion propia.

Bouche Rouche, CU:

Al analizar la relacion genética mediante el método de agrupamiento UPGMA se hizo la

relacién genética entre los 13 genotipos detectados, representada por un Dendograma (Fig. 1).

En él se logra ver que la muestra PM 755 del cultivar Precoce Migoule es igual a las muestras
de Castell Borello CB734, 737 y 741, al igual que todas las muestras de Citta di Castello.
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Figura 1. Dendograma obtenido utilizando el método de agrupamiento UPGMA. Relaciones
genéticas entre los 13 genotipos detectados entre las 9 variedades estudiadas. PM: Precoce
Migoule, M: Marigoule, MM: Marrone Montemarano, BR: Bouche Rouche, CU: Marrone di
Cuneo, CP: Marrone di Chiusa di Pesio, VS: Marrone di Val di Susa, CB: Marrone Castell
Borello, CC: Marrone di Citta di Castello. Fuente: Elaboracién propia.

Para validar estos resultados o detectar posibles errores en el analisis (PCR o Secuenciacion),
Mufioz (2013) utiliz6 marcadores AFLP en las muestras problema, determinando, en el caso
de Marigoule, que todas las muestras pertenecen al mismo perfil genético. En el caso de
Castell Borello, las muestras estudiadas fueron enviadas a anélisis a Italia demostrandose que

todos tienen el mismo perfil genético (Tabla 9).
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Tabla 9. Perfil genético de los cultivares chilenos Castell Borello (CB) realizado en lItalia,
utilizando los cinco SSRs en estudio.

GENOTIPO CsCAT1 CsCAT 3 CsCAT 16 EMCs 38 Qp ZAG119
CB736,CB739 215 223 | 226 240 127 133 238 242 63 85
CB735,CB738,CB740 | 215 223 | 226 240 127 133 238 242 63 85
CB734,CB737,CB741 | 215 223 | 226 240 127 133 238 242 63 85

Fuente: Elaboracion propia.

Los perfiles genéticos corregidos se presentan en la Tabla 10, donde se puede observar que
solo Precoce Migoule presenta problemas dificultando su validez como variedad. En él se
detectaron cuatro perfiles genéticos, dos de ellos representados por un solo individuo y
ademas, uno que es igual genéticamente a Castell Borello. Situacién similar fue detectada por
Bounous et al. (2005), donde el perfil genético de un individuo de Castell Borello era distinto
del resto, coincidiendo con el de Precoce Migoule. Esto confirma que existen problemas
intraespecificos dentro de algunas variedades, como es el caso de Precoce Migoule, en la cual

existen hileras que no son puras, donde todas las plantas no son de la misma variedad.

Tabla 10. Perfil Genético de los 9 cultivares de Castanea sativa estudiados.

MUESTRAS CsCAT1 | CsCAT3 | CsCAT16 | EMCs38 | QpZAG119
gg;gg:c%%il' PM750, 215/223 226/240 127/133 238/242 63/85
CuU710-CU717 215/223 226/240 133/141 242/256 63/91
CP718-CP725 215/223 226/240 133/141 238/242 63/85
VS726-VS733 215/223 229/240 133/141 238/242 63/85
MM767 y MM773 192/192 2271227 129/131 242/259 63/85
M742-M749 186/192 224/224 131/144 240/240 83/83
BR701- BR709y BR709 | 194/223 240/281 133/144 242/256 85/85
PM751-PM754 y PM756 194/217 209/233 129/141 242/242 62/75
PM757 194/194 2271227 141/146 2471257 63/85
PM755 215/223 226/240 127/133 238/242 63/85

Fuente: Elaboracidn propia.
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Confirmacion de los cultivares y relacion genética.

Las variedades Marrone Citta di Castello y Marrone Castell Borello, cultivados en Chile
fueron confirmadas, por lo que corresponderian a la variedad con la cual se encuentran
tipificadas (Tabla 11). Por otra parte, ambos cultivares tienen igual perfil genético con los
partidores SSRs utilizados (Tabla 10), considerandolos en un inicio como la misma variedad.
Esta situacion se debe a que todos los marrones tienen esos alelos con los partidores que se
utilizaron (Marinoni et al. 2013), los cuales los identifican en esta clasificacion. Por lo tanto,
es necesario utilizar una mayor cantidad de partidores que logren demostrar los polimorfismos

existentes entre estas variedades.

Al hacer un andlisis de las coordenadas principales (PCoA), previo célculo de la distancia
genética entre todas las muestras analizadas, se puede ver la distribucion de ellas y el
agrupamiento que se da entre Castell Borello, Citta di Castello y las muestras Italianas de
referencia de Chiusa di Pesio, Marrone di Cuneo, Val Sussa, Castel Borello y Citta di Castello
(Fig. 2). Por otra parte, se logra ver la separacion entre los cultivares Italianos identificados y
Bouche Rouche, este ultimo de origen Francés. También, se detecta una gran distancia de los
genotipos tipificados como Precoce Migoule y Marigoule, entre ellos y con respecto al resto
de las variedades. Si bien es cierto en las variedades chilenas Marrone di Cuneo, Marrone Val
di Sussa y Marrone Chiusa di Pesio no fue validada su identidad genética, existe una cercania

con los marrones identificados (Fig. 2).
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Tabla 11. Comparacién del Perfil Genético de cultivares chilenos con los de referencia.

Cultivar CsCAT1 CsCAT3 CsCAT16 EMCs38 QpZAG119
M. Citta di Castello 215 223 | 226 | 240 | 127 | 133 | 238 | 242 | 63 85 CONFIRMADO
M. Citta di Castello RE 215 223 | 226 | 240 | 127 | 133 | 238 | 242 | 63 85
M. Castell Borello 215 223 | 226 | 240 | 127 | 133 | 238 | 242 | 63 85 CONFIRMADO
M. Castell Borello RE 215 223 | 226 | 240 | 127 | 133 | 238 | 242 | 63 85
M. di Cuneo 215 223 | 226 | 240 | 133 141 | 242 | 256 | 63 91
M. di Cuneo RE 215 223 | 226 | 240 | 127 | 133 | 238 | 242 | 63 85
M. Chiusa di Pesio 215 223 | 226 | 240 | 133 141 | 238 | 242 | 63 85
M. Chiusa di Pesio RE 215 223 | 226 | 240 | 127 | 133 | 238 | 242 | 63 85
M. Val di Susa 215 223 | 229 | 240 | 133 141 | 238 | 242 | 63 85
M. Val di Susa RE 215 223 | 226 | 240 | 127 | 133 | 238 | 242 | 63 85
M. Montemarrano 192 192 227 227 129 131 242 259 63 85
M. Montemarrano RE 207 223 | 224 | 232 | 131 | 144 | 254 | 274 | 85 91
Marigoule 186 194 | 224 | 224 | 131 144 | 240 | 240 | 83 83
Marigoule RE 186 194 | 203 | 224 | 131 | 131 | 240 | 240 | 75 75
Bouche Rouche 194 223 | 240 | 281 | 133 | 144 | 242 | 256 | 85 85 CONFIRMADO
Bouche Rouche RE 194 223 | 240 | 281 | 133 | 144 | 242 | 256 | 85 85
Precoce Migoule 1 194 217 | 209 | 233 | 129 | 141 | 242 | 242 | 62 75
Precoce Migoule 2 188 194 | 247 | 263 | 131 | 146 | 242 | 242 | 75 85
Precoce Migoule 3 194 194 | 227 | 227 | 141 | 146 | 247 | 257 | 63 85
Precoce Migoule RE 188 194 | 203 | 247 | 146 | 146 | 242 | 242 | 75 75

Donde RE corresponde al valor de referencia informado por Bounous y Marinoni.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 2. PCoA obtenido a partir del calculo de distancia genéticas entre las muestras. Codigo
muestras: PM: Precoce Migoule, M: Marigoule, MM: Marrone Montemarano, BR: Bouche
Rouche, CU: Marrone di Cuneo, CP: Marrone di Chiusa di Pesio, VS: Marrone di Val di Susa,
CB: Marrone Castell Borello, CC: Marrone di Citta di Castello. Codigo analisis de muestras:
Cl: Muestras chilenas analizadas en ltalia, 1I: muestras italianas analizadas en Italia y CC:
muestras chilenas analizadas en Chile.

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo a la informacion sobre la sinonimia entre Marrone Chiusa di pesio y Marrone di

Cuneo (Tabla 4), esto no coincide con los resultados obtenidos, ya que se observan diferencias

L J6
mi

A CC
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entre los dos genotipos con los partidores EMCs38 y QpZAG119 (Tabla 10, Fig. 2). Ademas,
ninguno de los dos genotipos corresponde a las variedades mencionadas. Por otra parte, al
igual que lo detectado por Bounous (2005), el genotipo llamado Marrone Montemarano esta
incorrectamente tipificado, siendo confirmado con los cinco microsatélites en estudio (Tabla
11). EIl perfil genético obtenido en este estudio también difiere con el identificado por
Bounous (2005).

Al corroborar errores en la tipificacion de las variedades cultivadas se reafirma la importancia
que tiene validar la identidad genética de las plantas de interés antes de establecer un
programa de produccién de plantas, ya que las respuestas a los tratamiento in vitro son
especie-dependiente e incluso dependientes de la variedad o cultivar, por lo que al basarse en
protocolos especificos de una variedad y si estos no son los correspondientes, se corre el

riesgo de no obtener los resultados esperados (Carvalho et al. 2001, Ticha et al. 1998).

La fertilizacion cruzada es una regla imperativa en el castafio (Breisch 1995). Esto se debe a
que es una especie autoestéril, por lo que necesita forzosamente recibir polen de otro ejemplar,
en lo posible con una concordancia en la floracion de los sexos opuestos y que el fruto de éste
tenga un cierto valor comercial (Breisch 1995, Bounous 2002, Grau 2009). Las variedades
Precoce Migoule y Marigoule se caracterizan por su precocidad al momento de entrar en
brotacion y ademas, presentan flores masculinas longistaminada, por lo que son consideradas
buenas polinizadoras. Esto es de gran importancia, ya que genera una gran problematica al
verificar que estos cultivares no son la variedad en la cual estan tipificados (Tabla 11, Fig. 2),

por lo tanto no estarian cumpliendo su funcion dentro del huerto.

A lo anterior, se suma el hecho de que la seleccién de polinizadores es muy importante, ya que
existe una considerable influencia del origen del polen en las caracteristicas del fruto (Metaxas
2013, Shang 2016). Esto significa que, si una flor de un castafio tipo marrone es fecundada por
un polen de una variedad tradicional altamente tabicada, existe una alta probabilidad que la
castafia del arbol marrone tenga tabiques u otras caracteristicas fenotipicas similares a las del
progenitor macho. Por ello es la importancia de seleccionar plantas polinizadoras con buenas
caracteristicas de su semilla, tales como frutos de alto calibre, castafias poco tabicadas, facil

desprendimiento de la cascara, buen sabor, etc. (Zhang et al. 2016).
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Variabilidad de plantas derivadas de semillas.

El perfil genético obtenido en Italia para las plantas provenientes de semilla (Tabla 12) se
utiliz6 para ver qué tan distante son estas muestras con respecto a la planta madre y determinar
su posible polinizador (Fig. 2). En la distribucion de estas muestras se detecta un patrén
similar de distancia entre estas plantas y su respectiva planta madre (Fig. 2), es decir, todas
mantiene una distancia dada por méas de un partidor (Tabla 13).

Se puede ver que PM1 y CC1 estan mas cercanos a los genotipos chilenos Chiusa di Pesio y
Marrone di Cuneo y las muestras VS3, VS7 y M1, cercanos a PM 750 y PM 757 (Figura 2).

Tabla 12. Perfil genético de plantas provenientes de semillas.

Muestra Variedad CsCAT1 | CsCAT3 | CsCAT16 | EMCs38 QpﬁgG
VS3 M. Val di Susa 207 | 207 | 224 | 226 | 142 | 144 | 242 | 242 | 63 | 106
VS7 M. Val di Susa 194 | 207 | 224 | 226 | 142 | 142 | 242 | 246 | 63 | 106
PM1 Precoce Migoule 215 | 223 | 228 | 236 | 131 | 133 | 238 | 260 | 63 | 75

M1 Marigoule 194 | 207 | 224 | 226 | 144 | 146 | 242 | 242 | 63 | 63
CC1 M. Citta di Castello 194 | 215 | 226 | 226 | 131 | 133 | 242 | 242 | 63| 85

Fuente: Elaboracion propia.

La distancia que se observa entre las muestras de semillas de Val di Sussa (VS3y VS7) y que
esta dada por la diferencia en el perfil genérico entre las dos muestras, fue detectada por el
partidor CsCATL1 en el primer alelo y EMCs38 en el segundo (Tabla 112. A su vez, la
distancia entre estas dos muestras y la planta madre esta dada por grandes diferencias en el
perfil genético. Sélo coinciden las tres muestras con el partidor QpZAG 119 en el primer alelo

y VS3 con la planta madre en el partidor EMCs38 en el segundo alelo (Tabla 13).
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Tabla 13. Comparacion de los perfiles obtenidos con los 5 microsatélites entre las muestras
provenientes de semillas y la planta madre.

Variedad CsCAT1 CsCAT3 CsCAT16 EMCs38 QpZAG119
M. Val di Susa VS3 207 207 | 224 226 | 142 144 | 242 106
M. Val di Susa VS7 194 207 224 226 142 142 242 246 106
M. Val di Susa 215 223 226 240 133 141 238 85
Precoce Migoule PM1 228 236 131 260 75
Precoce Migoule 226 240 127 242 85
Marigoule M1 194 207 226 144 146 242 242 63 63
Marigoule 186 192 224 131 144 240 240 83 83
M. Citta di Castello CC1 194 215 226 131 242
M. Citta di Castello 215 223 240 127 238

Fuente: Elaboracion propia.

Estos resultados demuestran la variabilidad que hay entre plantas de una misma variedad, pero
provenientes de semilla. Debido a esto, al esteblecer un huerto con plantas provenientes de
propagacién sexual se obtiene una desuniformidad muy grande, la cual se puede apreciar no
solo en el tipo de fruto que producen, sino ademas en la forma de los arboles, época de

floracién, madurez del fruto, etc. (Grau 2009).
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IV. CONCLUSIONES

Las variedades Marrone Citta di Castello, Marrone Castell Borello y Bouche Rouche

cultivadas en Chile estan correctamente tipificadas.

Las variedades Marrone di Cuneo, Marrone Chiusa di pesio, Marrone Montemarano,

Marigoule y Marrone Val di Sussa, no pudieron ser identificadas.

Todas las variedades estudiadas, excepto Precoce Migoule, no tuvieron diferencias genotipicas

intracultivar.

Podrian existir errores de manipulacion dentro del huerto lo que se concluye al detectar un

ejemplar de Castell Borello en la linea de cultivo de Precoce Migoule.

Los cinco microsatélites utilizados fueron insuficientes para detectar los polimorfismos entre

las variedades marrones de referencia y las chilenas identificadas.

Antes de iniciar un programa de produccion de plantas en variedades de interés, es de suma
importancia validar la identidad genética de estas, para evitar problemas posteriores que

pueden significar el fracaso del programa establecido.
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RESUMEN

Castanea sativa Mill. es una especie de interés agroforestal ampliamente cultivada en Europa,
cuya produccidn actual esta principalmente enfocada en la obtencion de fruto calidad marrone,
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 propagacion que permita la masificacion de plantas para el establecimiento de
huertos frutales. Ante esto, la micropropagacion se presenta como una alternativa posible de
aplicar, ya que es un método muy estudiado en esta especie. La propagacion in vitro de
Castanea sativa ha generado resultados exitosos en cuanto su introduccion y multiplicacion,
sin embargo la propagacion in vitro de variedades productoras de fruto marrone, es aun
escasamente estudiada. Ante esta situacion, para establecer un sistema de produccion de
plantas variedades de interés es necesario evaluar los efectos de algunas variables que influyen
en el cultivo in vitro de lefiosas, como son el genotipo y la fuente de citoquinina. Para esto, se
estudiaron seis variedades de castafio provenientes de Italia y Francia y dos tipos de
citoguininas, evaluandose su efecto en parametros de inicio de establecimiento in vitro, tales
como sobrevivencia, contaminacion, formacion 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 relacion a la
formacion de callo basal y capacidad de reaccion morfolégica, 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 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*
de Thidiazuron (TDZ), donde se observo 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
castafio, por lo tanto, para establecer un programa de propagacion es necesario ajustar un

protocolo especifico para cada variedad.

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

sativa Mill.
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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 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, Castanea sativa
Mill.
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INTRODUCCION
El castafio europeo (Castanea sativa Mill.) fue introducido en Chile por inmigrantes Europeos
hace méas de 250 afios y forma parte del paisaje de la precordillera desde la Regién del Maule
hasta la Region de La Araucania (Grau 2003) con, aproximadamente, 431,3 ha (INE 2007).
Esta especie multipropdsito, tanto por la produccion de madera como por el uso de sus frutos
(Benedetti & Saavedra 2007), presenta ventajas importantes para su cultivo en Chile respecto
de otros paises. La tasa de crecimiento de los arboles es incluso superior a la de Europa,
producto del mejor clima, la ausencia de las principales enfermedades y plagas y la calidad de
suelos volcénicos (Grau 2003).
El mercado mundial de castafias es abastecido hasta hoy exclusivamente por el hemisferio
norte. La produccion del hemisferio sur es pequefia y de baja calidad, como las que ha
producido Chile mayoritariamente para abastecimiento local (Valderrama & Halcartegaray
2012). Por otra parte, la oferta en Europa ha bajado en forma considerable en lo dltimos
cincuenta afios debido al envejecimiento de la poblaciéon y de los huertos, y la muerte de
arboles provocada por la avispilla del castafio o avispa china (Dryocosmus Kkuriphilus)
(Valderrama & Halcartegaray 2012, ProChile 2016). Es asi 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 produccion de frutos, el método de propagacion 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 produccién 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 limitacion que es la incompatibilidad entre patron
y pua, influenciada por las variedades y especies diferentes. Ademas, el interés por aumentar
la produccion de plantas requiere de un método de produccion que masifique el material
vegetal de interés, producir plantas sobre su propio pie que evite el riesgo de perdida de
plantas de alta calidad productora por incompatibilidad pla-patrén (Sanchez-Olate et al.
2005).
Dentro de los métodos de propagacion vegetativa, la macro propagacion se ve limitada debido
a su dificultad para enraizar (Caboni et al. 1996, Vidal et al. 2015). Por otra parte, el cultivo in
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vitro de Castanea sativa ha generado resultados exitosos en cuanto a su introduccion y
multiplicacion (Concalves et al. 1998, Hasbin et al. 2009, Vieitez et al. 2007, Rios et al.
2009), aunque los resultados han estado muy limitados con respecto a la edad del material
vegetal. Hasban (2005) estudio las diferencias en cuanto a las respuestas morfologicas 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 mayoria de los resultados logrados a la fecha, en
esta especie, estan basados en la multiplicacion de material de origen embrionario, con lo cual
se alcanzan elevadas tasas de proliferacion y enraizamiento (Leslie & McGranahan 1992,
Ripetti et al. 1994), el resultado final de produccion de plantas lleva inmersa la variabilidad
genética (Hartmann & Kester, 1997). La clonacion de arboles adulto por medio del cultivo in
vitro se ha logrado sélo con relativo éxito a partir de material vegetal que retiene algunas
caracteristicas fisiologicas juveniles, tales como brotes basales, epicormicos o rebrotes de
tocon (Sanchez & Vieitez 1991, Vieitez et al. 1994). Correidora et al. (2011) confirmaron que
los brotes obtenidos de ramas basales de los &rboles adultos son més 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 estos no son permanentes (Sanchez et al. 2004).

En la actualidad, los principales focos de investigacion han estado asociados a Castanea sativa
y alguno hibridos (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, lograndose la obtencion de un gran nimero de individuos (Rios et al. 2009).
Sin embargo, los problemas asociados al establecimiento persisten, asi los resultados
obtenidos en esta etapa han sido variables y dependientes de diversos factores tales como la
edad (Hasbun 2005, Correidora et al. 2011), el genotipo (Park et al. 1998), reguladores del
crecimiento (Concalves et al. 1998, Rios 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 multiplicacion (Miranda-Fontaifia & Fernandez-Lépez 2001, Hasbun et
al. 2009), en los requerimientos luminicos y respuesta al enraizamiento adventicio (Fernandez
et al. 2001, Séez et al. 2012), respuesta a distintos medios de cultivos y a distintas
concentraciones hormonales (Hasbun et al. 2009), tasa de brotacion (Corredoira et al. 2011),

dependen y varian considerablemente entre genotipo.
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Las distintas variedades de castafio difieren tanto por su morfologia como su fenologia.
Dentro de las caracteristicas morfolégicas estan, crecimiento, fuste, hojas, flores vy
caracteristicas de fruto. Por otra parte, dentro de las fenoldgicas estan el periodo de brotacion,
floracién, maduracion de los frutos y caida de las hojas (Serdar 2011), siendo el tipo de fruto
el factor determinante en la seleccion para el establecimiento de cultivares, ya que es esta la
caracteristica que mas interesa comercialmente (Grau 2003).
Existen, principalmente, dos tipos de frutos de castafio que comercialmente son conocidos
como fruto "marrone” y como fruto "castafia”. Esta diferencia constituye un criterio
fundamental en la cotizacion comercial del fruto, debido a que el marrone presenta
caracteristicas de calidad que permite su utilizacién especialmente en la industria de
procesamiento, lo que permite una mejor valorizacion del fruto marrone (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 asi como las citoquininas, juegan un rol variado en el desarrollo de la planta durante la
formacion y la actividad de los meristemas, debido a su funcién 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 proliferacion de brotes y
elongacion (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
induccién de brotes adventicios en especies lefiosas (Huetteman & Preece 1993, Glocke et al.
2006). Aunque existen pocos estudios sobre su accion caulogénica en explantes de Fagaceae y
Nothofagaceae, se ha demostrado que induce brotes adventicios en Roble Europeo (Quercus
robur) (Chalupa 1988), Rauli (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 regeneracion de brotes de castafio apenas se ha explorado. Estas citoquininas mejoran
las tasas de proliferacion en diferentes especies lefiosas (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 castafio de interes comercial.
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MATERIALES Y METODOS
Se emple6 como material vegetal segmentos nodales de plantas injertadas el afio 2008 cuya
pua proviene de arboles de 30 afios de edad aproximadamente, colectados en el mes de
Noviembre (primavera) de variedades de Castanea sativa.
Para el establecimiento in vitro se utiliz6 como explanto inicial segmentos nodales de 2 cm de
largo, con una yema axilar, a los cuales se les realizd 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 castafio de calidad de fruto tipo marrone, seleccionada desde
un huerto productivo experimental ubicado en la VII Regién del Maule, en el sector estacion
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 (Hasbun 2005). Para cada variedad se aplicaron dos tratamientos de cultivo
diferenciados por la citoquinina utilizada. En el tratamiento T1 se suplement6 el medio base
con 6-Bencilaminopurina (BAP) y el tratamiento T2 con Thidiazuron (TDZ), en igual
concentracion (0,5 mg/L). Como tratamiento control se utilizé el medio basal sin regulador de
crecimiento (T0). Todos los explantos fueron mantenidos en oscuridad por 7 dias en
condiciones ambientales de cdmara controlada con fotoperiodo de 16h luz y 8h oscuridad a
una temperatura de 25°C + 1 y a 20°C + 1, respectivamente, con una intensidad luminica de
3000 lux. A los 30 dias de cultivo los explantos de TO, T1y 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 los primeras etapa del establecimiento in vitro.
A los 20, 50 y 80 dias de cultivo se evalud el porcentaje de contaminacion (fungica y/o
bacteriana), de oxidacion, de explantos con respuesta (inicio de reaccién de yema axilar),

formacion de callo basal y apertura de yema, en los tres tratamientos.

DISENO EXPERIMENTAL
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Se empled un disefio 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
unida 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 Andlisis de Varianza que evalu6 el efecto del genotipo,
la fuente de citoquinina y la interaccion de estos dos factores. En caso de existir diferencias
significativas P<0,05 se aplic6 la prueba de comparacion de medias de Tuckey. Los anélisis se

realizaron utilizando el software estadistico InfoStat.

RESULTADOS Y DISCUSION

EVALUACION CONTAMINACION

De acuerdo a los resultados obtenidos se observo que en los cinco genotipos el tratamiento
control tuvo la mayor tasa de contaminacion, siendo solo 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 ultimo significativamente inferior. Ademas, no
existen diferencias entre las dos variedades al comparar la tasa de contaminacion 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
contaminacion observada en los tratamientos con BAP y TDZ (Fig. 1a). En el caso de VS,
tampoco hubo diferencias significativas y la contaminacion fue inferior al resto de las

variedades (Fig. 1a).
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FIGURA 1. Efecto del genotipo y la fuente de citoquinina en el porcentaje de contaminacion
(A) y de Oxidacion (B), de segmentos nodales cultivados in vitro, evaluados a los 80 dias
desde la introduccion.

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 estandar.

FIGURE 1. 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.

EVALUACION DE OXIDACION

En la variedad VS no hay diferencias significativas en la tasa de oxidacion de explantos entre
los tres tratamiento y en la variedad CC no hubo diferencias entre los dos tipos de
citoguininas, pero si con respecto al control el cual fue significativamente superior. En MC la
oxidacion 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 oxidacion superior

al 30 % en todos los genotipos (Fig. 1b). Por otra parte, se observo que en los cinco genotipos
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el tratamiento control tuvo la mayor tasa de oxidacion con respecto a las dos citoquininas,
siendo sélo en CC y CP significativamente superior (Fig. 1b).

La oxidacion 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. Ademas, estas diferencias también se
encuentran entre las especies del mismo género y variedades dentro de una especie, lo que
podria estar sucediendo en las variedades de castafio en estudio (George 1996). Por otra parte,
la produccion de polifenoles esta influenciada por los reguladores del crecimiento agregados al
medio de cultivo (George 1996). No obstante, su efecto y relacion en la oxidacion de
explantes no es consistente, pues un mismo regulador que induce oxidacion 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).

EVALUACION RESPUESTA MORFOGENICA

Al analizar la respuesta de los explantos introducidos in vitro, se observo que las variedades
CP y BR después de 20 dias de cultivo, fueron las primeras en formar callo en la base (Figs. 2,
3ay 3b) y la formacion del callo estuvo siempre precedida por un marcado engrosamiento del
explanto (Fig. 3c).
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FIGURA 2. Efecto del genotipo y la fuente de citoquinina en el porcentaje de Formacion de
Callo Basal de segmentos nodales cultivados in vitro, evaluados a los 20 dias desde la
introduccion.

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 estandar.

FIGURE 2. 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 formacion de callo basal de las variedades Chiusa di Pesio (A) y
Bouche Rouche (B y C) a 20 dias desde el establecimiento en cultivo in vitro.
FIGURE 3. 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.

Al evaluar la formacién de callo basal, en el tratamiento control ninguna variedad presentd
explantos con formacion 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 si

en BR donde el tratamiento con BAP fue superior que con TDZ (Fig. 4a).
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FIGURA 4. Efecto del genotipo y la fuente de citoquinina en el porcentaje de Formacion de
Callo Basal (A) y Reaccién de yema axilar (B), de segmentos nodales cultivados in vitro,
evaluados a los 80 dias desde la introduccion.

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 estandar.

FIGURE 4. Effect of genotype and cytokinin source on percentage of Basal Callus Formation
(@) 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 la Figura 4b Se puede observar que en todas las variedades el tratamiento control no supero
el 20% de segmentos nodales con yema axilar hinchada y cambio de tonalidad. La variedad
que tuvo la menor cantidad de explantos con reaccion fue MC, no superando el 20% en
ninguno de los tratamientos evaluados (Fig. 4b). Si se observa la Figura 3a, esta variedad

también presentd las menores tasas de formacion de callo basal (inferior a 30%). Por otra
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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 ademaés, las variedades
que tuvieron la mayor formacién de callo basal (Fig. 4a). Esto fue observado por Meier-Dinkel
(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 formacion 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 respuesta in vitro
(Meier-Dinkel 1993). Por lo tanto, habria una relacion directa entre esta ultima 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 reaccion (Fig. 4b).
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FIGURA 5. Efecto del genotipo y fuente de citoquinina en el porcentaje de Explantos brotados
(A) y Mortalidad (B), de segmentos nodales cultivados in vitro, evaluados a los 80 dias desde
la introduccion.

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 estandar.

FIGURE 5. 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.



82

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 las posterior proliferacion de brotes
estan fuertemente determinadas por el genotipo (Bhau & Wakhlu 2001, Gajdosova 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 estd mas asociado con la estimulacion de yemas axilares, a
diferencia del TDZ que su respuesta esta asociada a formacion de brotes adventicios (Glocke
et al. 2006). Esto ultimo se debe a que la aplicacién exdgena de TDZ afecta la concentracion
de citoquininas enddgenas en algunas especies de dicotiledoneas, afectando las vias de purinas
y por tanto, estimulando la biosintesis de ésta, o alterando su metabolismo endégeno (Zhou et
al. 1994).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Pefia et al. (2014), donde microtallos de
Nogal (Juglans neotropica) tratados con TDZ y BAP, tuvieron una mayor brotacion con esta
ualtima citoquinina. Al igual que los resultados obtenidos por Fernandez - Lorenzo et al.
(2001), donde la mejor respuesta de dos cultivares de Castanea sativa, Loura y Parede, a partir
de segmentos nodales procedente de arboles adultos, se obtuvo con BAP al compararla con
TDZ.

A lo anterior, se puede sumar que el TDZ estimula la sintesis de auxinas enddgenas (Murthy et
al. 1995, De Melo et al. 2006) y se ha reportado que un aumento de las concentraciones de 3-
acido indolacético (IAA) en los sitios celulares induce anormalidades en el crecimiento, como

inhibicidn de los brotes (disminucion de la elongacion y el area foliar) (Saha et al. 2015).
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En general, en este estudio la cantidad de explantos con apertura de yema fue muy baja, y las
yemas abiertas presentaron una elongacion minima, por lo cual no se observé formacion de

microtallos (Fig. 6).

FIGURA 6. Proceso de brotacion de la variedad Citta di Castello (CC), desde el inicio de

Reaccion de yemas (A), Elongacion de yemas (B), Apertura de yema (C) y Elongacion de
brote (D).

FIGURE 6. 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.

La ausencia de una mayor elongacion de las yemas axilares se puede deber a la edad
ontogénica del material vegetal utilizado, ya que la tasa de elongacion de yemas axilares para
su posterior multiplicacion generalmente es mayor en explantos juveniles que en maduros
(Monteuuis 2004). Esto estaria dado por una pérdida de competencia morfogénica en el
material adulto asociada a diferencias morfoldgicas, bioquimicas 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, observandose sélo
un 6,7% de los segmentos nodales cuya yema axilar present6 elongacion.

Todo tejido maduro pierde potencial morfogénico debido a la determinacion celular que lleva
a una especializacién de tejido, lo que reduce la plasticidad y la capacidad de diferenciacion 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 (Garcia et al.
2000). Ademas, hay evidencia de que las citoquininas disminuyen durante la maduracion de
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arbol, asi reduce la division celular y la induccion del brote y acelera el envejecimiento de los
tejidos (Valdés et al. 2003). Por otro lado, las auxinas estan directamente relacionadas con la
estimulacion y desarrollo de las yemas vegetativas, las cuales también se verian 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).

EVALUACION 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, ademas, 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 ademas,
significativamente inferior en CP (Fig. 5b).

Es importante mencionar que, en general esta variable fue muy alta en todas las variedades
evaluadas y esto puede deberse, 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
introduccién in vitro de segmentos nodales de Castanea sativa, donde el 50% de los explantos
presentd 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 comenzd en el apice

extendiéndose hacia la base y comprometiendo el resto de los tejidos (Fig. 7).
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FIGURA 7. Muerte apical (A) y total (B) de explanto en tratamiento con BAP y muerte total
de explanto en tratamiento con TDZ (C).

FIGURE 7. Apical death (A) and total death (B) of BAP treated explants, and total death of
explants in the TDZ treated (C).

El TDZ puede actuar a través de modificaciones del nivel endégeno de auxinas incrementando
el contenido de 3-&cido indolacético (IAA) o de otros compuestos auxinicos (De Melo 2006,
Sedlak & Poprstein 2009). Se ha demostrado que las auxinas inducen la sintesis de novo de
acido l-aminocyclopropane-1-carboxilico sintasa (ACC) (Wei et al. 2000, Taiz & Zeiger
2012), cuya induccidn de la actividad de la ACC sintasa estimula la biosintesis de etileno, el
cual desempefia un papel crucial en el envejecimiento y muerte celular (Wei et al. 2000,
Sankhla et al. 2003, 2005). Por lo tanto, podria asociarse con una acumulacion de etileno en la
zona superior del frasco, producto de la acumulacion de auxinas, aunque en este estudio se
utilizaron tapas con ventilacion. Tal vez, la ventilacion no es suficiente y es necesario reducir
el tiempo de trasplante a medio fresco, el cual es de 20 dias.

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 formacion en las hojas (Huetteman & Preece 1993), entre otros.
En general, para el porcentaje de contaminacion de explantos en las variedades VS, CC y CP,
no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con BAP y TDZ, ademas, en
BR y MC la contaminacion fue mayor en el tratamiento con BAP, lo que demuestra que si hay
un efecto del genotipo y de la fuente de citoquinina.

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

En el caso de la formacion de callo basal y los explantos con reaccion, 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 formacion 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 superior en la formacion
de callo basal y la reaccion 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 observo 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
gue expresa que para estas variedades el factor fuente de citoquinina no fue determinante, sino
un factor que no se evalu6 en este estudio, la edad del explanto.

De acuerdo a lo anterior, los resultados expuestos coinciden con los obtenidos en otras
investigaciones, donde la tasa de multiplicacion (Miranda-Fontaifia & Fernandez-Lo6pez 2001,
Hasbdn et al. 2009), tasa de brotacion (Corredoira et al. 2011), requerimientos luminicos y
respuesta al enraizamiento adventicio, vigor y aclimatacion de microplantulas (Vieitez et al.
2007) han sido dependientes del genotipo (Ballester et al. 1999).

Por otra parte, existen reportes de micropropagacion de algunas variedades de castafio, las
cuales son especificas 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 relacion a la fuente de citoquinina y su interaccion con el genotipo, se puede considerar
que la capacidad diferencial de las citoquininas en la induccion de brotes podria atribuirse a
factores tales como la tasa de absorcion diferencial reportada en diferentes genomas
(Blakesley 1991), variacion en la tasa de translocacion a regiones meristematicas y procesos
metabolicos en donde la citoquinina puede ser degradada o conjugarse con azlcares O

aminoéacidos para formar compuestos biolégicamente inertes (D’Onofrio & Morini 2005).
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Una variable que afect6 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 evaluo en
este estudio y que en general siempre ha sido un factor determinante en el cultivo in vitro de
lefiosas y en especial en Castanea sativa. De acuerdo 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. De acuerdo eso, se esta
continuando con la determinacion de un protocolo para las variedades estudiadas hasta la fase
de aclimatacion de plantas.

Sobre la base de los resultados obtenidos en nuestro estudio, BAP fue mas eficaz en el
desarrollo de la apertura de yema axilar que TDZ, lo que concuerdan con los resultados
obtenidos por Kadota & Niimi (2003) en Pyrus pyrifolia, donde al utilizar BAP obtienen un
efecto més notable en la brotacion y en la posterior multiplicacién 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 diferenciacién 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 sélo en dos de las cinco variedades estudiadas. Actualmente se
continta con la determinacion de un protocolo especifico para las variedades estudiadas para

producir plantas enraizadas y aclimatadas para llevarlas a sitio de plantacion.

CONCLUSIONES
En la etapa inicial del establecimiento in vitro, se concluye que la contaminacion se ve
afectada por el genotipo y por la fuente de citoquininas. Sin embargo, la oxidacion se
diferencia significativamente en las distintas variedades, existiendo algunas (CC) que no se
oxidan bajo ningun tratamiento.
Para el desarrollo morfogénico del establecimiento in vitro se concluye que el genotipo es un
factor determinante en la formacion de callo basal, independiente de la citoquinina utilizada.
Sin embargo, la apertura de yemas es afectada por la fuente de citoquinina siendo mas efectiva
BAP en las variedades CC y CP.
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La tasa de mortalidad y la baja brotacion de los explantos fue determinante en los bajos
resultados obtenidos en la respuesta al establecimiento in vitro y esto estid directamente

relacionado con la edad del material vegetal utilizado (adulto).
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el contenido fendlico foliar con respecto a la edad de la
planta madre sobre la capacidad morfogénica durante el establecimiento in vitro de variedades
de Castanea sativa. Se utilizaron segmentos nodales de cinco arboles que pertenecen a nueve
variedades de castafio (adulto) y cinco plantas de un afio de edad provenientes de semillas de
las mismas 9 variedades (juvenil). Se utiliz6 como medio de cultivo el medio MS con nitratos
reducidos a la mitad, suplementado con sacarosa al 30g-1?, agar 7g-I*y 0,5mg-I"* de BAP y
Sequestrene al 0,015% p/v. Se cuantificaron mediante espectrofotometria y determinaron por
HPLC compuestos fendlicos foliares presentes en la planta madre adulta y juvenil al
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momento de extraer los explantos para la introduccion in vitro. Los resultados muestran
diferencias significativas en las respuestas morfogénicas, siendo el material juvenil de todas
las variedades estudiadas, el que respondié al establecimiento in vitro en términos de
formacion de callo basal, apertura y elongacién de yema axilar, llegando a la etapa de
subcultivo el 90% de los explantes utilizados. Ademas, fue significativamente inferior la tasa
de oxidacion, contaminacion y mortalidad observada. En adultos, independiente de la
variedad, la alta mortalidad (64%) se inici6 como necrosis apical afectando el total del
explanto. Esto se reflejo en el contenido de fenoles totales foliares, siendo significativamente
mayor en tejido juvenil (37mg.g”* DW) con respecto al tejido adulto (20mg.g™ DW.). El
compuesto con mayor presencia detectado en hojas de plantas juveniles fue el acido elagico
con 33,83mg.g"!M.S (91,4%), mientras que en hojas de plantas adultas fue rutina con
8,09mg.g"*M.S (40,5%) y écido elagico con 5,55mg.g"tM.S (27,8%). EI mayor contenido de
acido elagico favoreceria las respuestas morfogénicas en los tejidos juveniles, dada su

naturaleza antioxidante y antimicrobiana que tiene en las plantas.

Palabras clave: Cultivo in vitro, compuestos fendlicos, edad planta madre, Castanea

sativa Mill.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the foliar phenolic content with respect to the age
of the mother plant on the morphogenic capacity during the in vitro establishment of varieties
of Castanea sativa. Nodal segments of five trees belonging to nine varieties of chestnut (adult)
and five plants of one year of age from seeds of the same 9 varieties (juvenile) were used. The
MS medium was used as a culture medium with nitrates reduced by half, supplemented with
sucrose at 30g-17, agar 7g-I"t and 0,5mg-1"t of BAP and Sequestrene at 0.015% w / v. They
were quantified by spectrophotometry and determined by HPLC folic phenolic compounds
present in the adult and juvenile mother plant at the moment of extracting the explants for the
in vitro introduction. The results show significant differences in the morphogenic responses,
being the juvenile material of all the varieties studied the one that responded to the in vitro
establishment in terms of basal callus formation, opening and elongation of the axillary bud,
reaching the subculture stage 90 % of the explants used. In addition, the rate of oxidation,
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contamination and mortality observed was significantly lower. In adults, regardless of the
variety, the high mortality (64%) started as apical necrosis affecting the total of the explant.
This was reflected in the content of total foliar phenols, being significantly higher in juvenile
tissue (37mg.g * DW) with respect to adult tissue (20mg.g * DW.). The compound with the
highest presence detected in leaves of juvenile plants was ellagic acid with 33.83mg.g *M.S
(91.4%), while in leaves of adult plants it was rutin with 8.09mg.g M. S (40.5%) and ellagic
acid with 5.55mg.g !M.S (27.8%). The higher content of ellagic acid would favor
morphogenic responses in juvenile tissues, given its antioxidant and antimicrobial nature in
plants.

Key words: In vitro culture, phenolic compounds, mother plant age, Castanea sativa Mill.
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I. INTRODUCCION

La propagacion de especies agroforestales, mediante cultivo in vitro, es de gran interés, ya que
para muchas especies los rasgos de rendimiento deseables s6lo se expresan adecuadamente a
nivel fenotipico después de que el arbol ha alcanzado cierto grado de madurez (Campbell et al.
2003; Merkle y Nairm 2005). Sin embargo, la clonacion de individuos adultos se ve afectada
por las caracteristicas morfofisioldgicas que acomparian a la madurez; como la reduccion de la

tasa de crecimiento y la falta de capacidad de enraizamiento (Vidal et al. 2003).

Los tejidos juveniles, con alto grado de actividad celular, tienden a tener mas plasticidad in
vitro que los adultos (Ikeuchi et al. 2016), como es el caso de la respuesta de cotiledones,
hipocétilos y hojas aisladas de material juvenil cuando se usan como explantes para la
micropropagacion (Giovannelli 1999; Ballester et al. 2001; San José et al. 2001; Becerra et al.
2004; Giovannelli et al. 2004). A su vez, presentan una mayor capacidad morfogénica, que se
manifiesta en respuestas de crecimiento, proliferacién y enraizamiento de los microtallos
generados; a diferencia de un tejido maduro mas dificil de desdiferenciar e inducir brotes y

raices adventicias (Vidal et al. 2003).

El cultivo in vitro de individuos adultos de castafio (Castanea sativa Mill.), se ha logrado con
relativo éxito a partir de materiales con menor edad ontogénica y con caracteristicas
fisioldgicas juveniles, tales como: brotes basales, brotes epicormicos o rebrotes de tocén
(Sanchez et al. 1997; Fernandez-Lorenzo et al. 1999; Fernandez-Lorenzo et al. 2001;
Concepcion et al. 2005; Hasbun 2005; Vieitez et al. 2007; Cuenca et al. 2009;). Sin embargo,
no siempre es posible disponer de este tipo de material vegetal. Una de las formas de
establecer material proveniente de arboles adultos es realizando tratamientos para reactivar o

revigorizar estos tejidos, aunque tales tratamientos no son permanentes (Sanchez et al. 2004).

El establecimiento in vitro de tejidos vegetales de plantas lefiosas, en gran medida esta
limitado por la ocurrencia de oxidacion de los explantes y la liberacion de exudados al medio
de cultivo. Esto, constituye uno de los problemas mas serios y frecuentes, desde el inicio y
durante el mantenimiento de un tejido cultivado in vitro (George 1996; Laukkanen et al. 2000;
Murkute y Shanti-Patil 2003; Tang y Newton 2004), en especial en material vegetal

proveniente de arboles adultos.
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Al profundizar en los mecanismos que regulan el proceso de maduraciéon y solventar los
problemas actuales que en la mayoria de los casos restringen la aplicacion de técnicas de
micropropagacion de arboles seleccionados, es importante la busqueda de posibles marcadores
del cambio de fase a nivel morfoldgico, fisioldgico, bioquimico y molecular. Segun Vidal et
al. (2003), las caracteristicas morfoldgicas de brotes generados in vitro y su capacidad de
proliferacion y enraizamiento pueden utilizarse como marcadores para diferenciar entre
explantes de plantas juveniles y plantas adultas. Por otra parte, los compuestos fendlicos han
sido usados en plantas lefiosas para diferenciar entre fases adultas y juveniles (Zhang et al.
2007), ya que la sintesis de precursores de fenoles es mas activa y compleja en tejidos
maduros que en tejidos jovenes (De Klerk 1997). Estd demostrado que algunas especies
lefiosas, tienen altos niveles de fenoles asociados con el crecimiento secundario y la
lignificacion y alguno de estos compuestos fendlicos se enlazan a las proteinas, las inactivan e

inhiben el crecimiento de los tejidos (Vaughn y Duke 1984).

Existe una relacion directa entre la oxidacion de los tejidos in vitro y la edad del material
donante, ya que las plantas muestran diferentes comportamientos dependiendo de su
ontogenia, siendo los tejidos juveniles menos propensos a la oxidacién, que los tejidos adultos
(George 1996). Esto puede deberse a que en las plantas adultas, o durante la senescencia, las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y el dafio oxidativo aumentan, mientras que los niveles
de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y
peroxidasa de ascorbato disminuyen (Jiménez et al. 1998; Orendi et al. 2001; Munné-Bosch y
Alegre 2002). Ademas, la senescencia inducida por el estrés se acompafa de un aumento de
ROS y una disminucién de enzimas antioxidantes (Hodges y Forney 2000; Sandalio et al.
2001; Santos et al. 2001).

Los compuestos fendlicos pueden actuar favoreciendo o limitando la capacidad morfogénica
de los tejidos y esta caracteristica esta dada por la relacion que existe con el Acido Indol
Acetico (AIA) (Volpert et al. 1995; Arnaldos et al. 2001; Ma et al. 2016). Algunos tipos de
fenoles se han relacionado en forma positiva con las auxinas al actuar protegiendo a esta
fitohormona de la oxidacion, siendo moduladores del catabolismo del AIA (antioxidantes que
inhiben la oxidacion del AlA) (Ma et al. 2016). Es el caso de algunos monofenoles como el
acido sinapico y el acido ferulico, que a bajas concentraciones inhiben la accion de la AIA

oxidasa, por lo que deja actuar al AlA en la elongacion y junto con las citoquininas, en la
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division celular; el crecimiento y subsecuente desarrollo de la planta (Volpert et al. 1995;
Arnaldos et al. 2001). La AIA oxidasa es una peroxidasa, la cual, entre otras funciones
celulares, regula el contenido endogeno de AIA (Beffa et al. 1990) al actuar como catalizador

de su oxidacién, dejandolo inactivo (Debergh y Read 1991).

Existen fenoles (flavonoides) que también pueden actuar como inhibidores del transporte de
auxinas (Murphy et al. 2000; Peer y Murphy 2007). Esto se debe a que tienen una estructura
quimica similar a la del Acido Naftiltalamico (NPA), un inhibidor natural del transporte de
auxina (Brown et al. 2001). La inhibicion del transporte de auxina se produce a traves de la
union de los flavonoides a proteinas facilitadoras del exflujo de auxinas de la familia PIN
(proteinas transportadoras) (Murphy et al. 2000; Peer et al. 2001; Marko et al. 2004),
afectando la disponibilidad de estas proteinas para el transporte de auxinas a traves de las

células (Buer et al. 2007), y finalmente la elongacion celular.

Murphy et al. (2000), Brown et al. (2001) y Aloni et al. (2003) informaron la presencia de
flavonoides que inhibian el flujo de salida de su sitio de sintesis y el transporte basipetal de la
auxina enddgena. Otros autores se han referido a la funcion protectora de algunos compuestos
fenolicos, principalmente como antioxidantes (Valdés et al. 2011; El-Soud et al. 2013; Khan et
al. 2017) y como biocida (Vekiari et al. 2009).

De acuerdo a lo anterior se puede deducir que la dificultad para propagar vegetativamente una
planta adulta esta relacionada con la sintesis de compuestos fendlicos, en relacion con la edad
de la planta, los cuales estan asociados a la capacidad morfogénica de los tejidos. En base a
ello el objetivo de este estudio es corroborar la influencia de la edad de la planta madre de
castafio en la respuesta obtenida al establecimiento in vitro y determinar posibles compuestos

de origen fendlico asociados a estas respuestas.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se seleccionaron al azar 8 arboles cultivados de cinco variedades de castafio (Tabla 1) desde
un huerto productor de frutos, establecido el 2008 en la region del Maule, Provincia de
Linares, Estacion Villa Alegre (Fig. 1a), que se encontraban en la etapa de produccion de

frutos.

TABLA 1. Variedades de castafio en estudio y su procedencia.

Variedad Origen Especie
Bouche Rouge Francia (C. sativa)
Marrone di Val di Susa Italia (C. sativa)
Marrone di Citta di Castello Italia (C. sativa)
Marrone di Cuneo Italia (C. sativa)
Marrone di Chiusa di Pesio Italia (C. sativa)

Como material juvenil se utilizaron plantas de cinco meses de edad (Fig. 2A) provenientes de
semillas (Fig. 2B), colectadas de las variedades cultivadas en el huerto, mencionado

anteriormente.

FIGURA 1. Individuo seleccionado de la variedad Marrone di Cuneo, producido a partir de
injerto (A) y vareta selecciona de la misma variedad para el cultivo in vitro (B).

Fuente: Elaboracion propia.
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Chiusa di Pesio Citta di Castello

I- Bouche Rouche

Val di Sussa '

FIGURA 2. Semillas de variedades colectadas y utilizadas para la produccion de plantas para
cultivo in vitro (A) y planta de 5 meses de edad de la variedad Marrone Citta di Castello

seleccionada para el cultivo in vitro (B). Fuente: Elaboracion propia.

Anélisis estadistico: En todos los experimentos se empled un disefio completamente aleatorio.
Los datos fueron analizados mediante Analisis de Varianza que evaluo el efecto de la edad en
la respuesta obtenida. En caso de existir diferencias significativas P<0,05 se aplic6 la prueba
de comparacion de medias de Tuckey. Los analisis se realizaron utilizando el software
estadistico InfoStat.

Se evalud el efecto dela edad y se compard el contenido total de fenoles y la presencia de
compuestos fenolicos especificos en material vegetal adulto y juvenil.

Por tipo de material se tuvieron 5 repeticiones y la unidad muestral estuvo formada por 40

explantos tanto para el material adulto como para el material juvenil.

Establecimiento in vitro de material adulto y juvenil de castafio.

Para el establecimiento in vitro se utilizaron segmentos nodales de aproximadamente 3 cm, de
plantas adultas y juveniles, las cuales fueron colectadas simultdneamente a mediados de
primavera (Octubre). Se lavaron con agua potable corriente y detergente comercial.
Posteriormente, se les realiz0 asepsia superficial en cadmara de flujo laminar, segin
metodologia descrita por Vieitez et al. (2007), con hipoclorito de sodio al 0,6% v/v durante 8
minutos, seguido de tres lavados con agua destilada estéril (1, 2 y 3 minutos). Los segmentos
nodales se colocaron sobre papel absorbente estéril, se les elimind la base, el apice y las hojas
dejando sélo una yema lateral. Posteriormente se transfirieron a frascos transparentes de 20

ml, que contenian 3 ml de medio de cultivo MS (Murashige & Skoog 1962) modificado para
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castafio (nitratos reducidos a la mitad), suplementado con sacarosa al 30 g-1*, agar 7 g-1"t y 0,5
mg-1? de Bencil amino purina (BAP) y Sequestrene al 0,015% p/v. Se mantuvieron en
condiciones de ambiente controlado con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad a

una temperatura de 25°C en el dia, 20°C en la noche, por 55 dias de cultivo.

A los 10, 25, 40 y 55 dias de cultivo se evaluo el porcentaje de contaminacion (flngica y/o
bacteriana), oxidacion, explantos con reaccion (aumento de tamafio de yema lateral), explantos
con formacion de callo basal y apertura de yema. Ademas, se determind el nimero de
microtallos mayores a 1 cm de largo, la longitud del tallo mayor (cm) y el efecto de la edad en

el establecimiento in vitro.

Cuantificacién de fenoles foliares totales de castafio.

Los compuestos fendlicos se extrajeron a partir de las hojas de las varetas seleccionadas para
la obtencion de los segmentos nodales para el cultivo in vitro, de plantas adultas y juveniles.
El material fresco se pesé y se seco a 65 °C. La extraccion se realizé con 100 ml de metanol al
80% durante 24 horas en condiciones de oscuridad. Se utilizaron 50 mg de hojas secas. El
extracto obtenido se utiliz6 para la cuantificacion de fenoles totales foliares y la identificacion

de los compuestos fenélicos mayoritarios.

Los fenoles totales se cuantificaron como equivalentes de acido galico segin el método
modificado por Dastmalchi et al. (2007). Se utilizé el reactivo fendlico de Folin-Ciocalteu
(agente oxidante) y se cuantificd por espectrofotometria (760 nm), basado en la reaccion
colorimétrica de reduccion-oxidacion. Este método determina la concentracion total de fenol
mediante la extrapolacion de la curva de &cido galico estandar. EI contenido de fenoles totales

se expresé mg-g* de masa seca.

Identificacidon de compuestos fendlicos foliares por HPLC.

El analisis y caracterizacion de los compuestos fenolicos aislados se realizd mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de Arreglo de Diodos (HPLC-DAD).
El instrumento utilizado corresponde a un sistema Nexera X2 marca Shimadzu compuesto por
Unidad desgasificadora DG-20A 5R, Bomba cuaternaria LC-30 AD, muestreador Automatico
SIL 30AC, horno para columna CTO-20AC, detector de arreglo de fotodiodos (YL 9160 PDA
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Detector). Se utilizé una columna analitica Kromasil 100-C18 (25x046 cm DI y 5um tamafio

de particula).

Los solventes empleados fueron acetonitrilo (ACN) grado HPLC (MERK) y agua purificada
con un sistema miliporo Mili-Q. Los extractos fendlicos fueron previamente filtrados (0,22
pum) y se analizaron con un gradiente de elusion con ACN en agua pH 2,5. El volumen de
inyeccion fue de 30 pL y el flujo de 1 ml-min. Se registraron los espectros de absorbancia a
254 pm.

Para la identificacion de los compuestos fendlicos, se inyectaron bajo las mismas condiciones
experimentales estandares de acido elagico y rutina. Se realizd un perfil de los compuestos
presentes en los dos tipos de material utilizado (juvenil y adulto). A partir de los
cromatogramas, se obtuvieron los tiempos de retencion, ademas de los minimos y maximos de
absorcion de los compuestos con mayor presencia en los tejidos analizados. Se realizo la
cuantificacion de los compuestos mayoritarios a partir de las curvas de calibracion (O-
0,2 mg-ml?) de los estandar (acido elagico y rutina). El software de procesamiento de datos
corresponde a Labsolutions, Version 5.60 SP1 2008-2013, Shimadzu Corporation.
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I11.RESULTADOS Y DISCUSIONES

Establecimiento in vitro de material adulto y juvenil de castafio.

Respuesta morfogénica

Al evaluar la respuesta al cultivo in vitro, se observo un aumento de volumen de la yema en el
100% de los explantos introducidos (Fig. 3; Tabla 2), dentro de los diez primeros dias.
Ademas, para el 43% de éstos se detectd apertura de la yema. Una respuesta diferente se
registrd en los provenientes de material adulto, para los que se observé hinchamiento de la
yema en un 48% y un 25% con inicio de apertura, a partir del dia 25. A los 40 dias, un total de
52% de explantos presentaron aumento de volumen de la yema, manteniéndose hasta el Gltimo
dia de evaluacion (55) llegando sélo a la etapa de apertura el 45% de los explantos evaluados
(Tabla 2).

FIGURA 3. Desarrollo morfolégico inicial de las yemas de explantos juveniles de castafio
(Citta di Castello) entre el dia 1 (A) y el dia de 10 (B), desde el establecimiento in vitro.

Fuente: Elaboracién propia.

La formacion de callo basal se inici6 primero en el tejido adulto. Al décimo dia de iniciado el
cultivo in vitro el 17% de los explantos presentaba callo en su base. Esta situacion se revertio a
partir del dia 25, donde la presencia de callo basal en los explantos juveniles fue
significativamente superior a la de los explantos adultos (Tabla 2), llegando al 90% y 52%,

respectivamente, a los 55 dias de cultivo.
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TABLA 2. Respuestas morfoldgicas (%) del total de explantos juveniles y adultos de castafio
evaluados en diferentes dias de cultivo (de 10 a 55 dias) desde su establecimiento in vitro.

Diade | Explanto con reaccion (%) | Formacion de callo basal (%) | Yemas Abiertas (%)
cultivo | Juvenil Adulto Juvenil Adulto Juvenil  Adulto
10 1000 5e 00 17° 43v 02
25 100P 48 88 472 90r 242
40 1000 52a 88b 528 9QP 442
55 100° 52a Q0P 52a 90r 452

Letras diferentes correspondientes a la misma variable de respuesta indican diferencias significativas
entre material juvenil y adulto de acuerdo con la prueba de Tukey (P <0,05). Fuente: Elaboracion

propia.

Existe la teoria de que el callo basal compensa parcialmente la ausencia de sistema radicular
(Gebhart et al. 1993; Meier-Dinkel et al. 1993) y puede actuar como sumidero de hormonas y
nutrientes, suministrandolos reguladamente a las yemas en desarrollo (Hasbin 2005) o bien
atrapa algunos componentes que ayudarian a la planta a superar ciertos sintomas de

deficiencia, al momento del establecimiento in vitro (Vieitez et al. 1989).

Al analizar la respuesta al establecimiento in vitro a partir de la tasa de explantos con apertura
de yemas, se observd un 43% de yemas abiertas en segmentos nodales juveniles, a partir del
dia 10 (Tabla 2). Desde el dia 25 presentaron elongacion, formando un brote de
aproximadamente 3 cm de longitud y apertura de yema en el 90% de los explantos (Fig. 3). En
cambio, la respuesta del material adulto fue significativamente inferior llegando solo a tener el

45% de yemas abiertas (Tabla 2), sin presentar elongacién ni brotacion.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Basto et al. (2012) para segmentos nodales
de individuos adultos de Cedrela montana Moritz ex Turcz, en los que tuvieron una baja
respuesta organogénica (solo 6,7% con yema axilar elongada). Resultados similares se
informaron en Rosa hybrida (Ibrahim y Debergh 2001), Aerides maculosum (Murthy y Pyati
2001), Cajanus cajan (Dayal et al. 2003), Morus alba (Thomas 2003), Acacia mangium
(Monteuuis 2004), Platanus occidentalis (Sun et al. 2009) y Jatropha curcas L. (Mazumdar et
al. 2010). Segln Famiani et al. (1994) los explantos juveniles muestran mas potencial de
regeneracion al tener células menos diferenciadas y mas activas metabolicamente. Por lo tanto,

bajo condiciones hormonales y nutricionales adecuadas, muestran una mayor respuesta a la
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proliferacion celular y regeneracion de tejidos con fines organogénicos. Por otra parte, la baja
capacidad de respuesta en el material adulto puede deberse a una pérdida de competencia
morfogénica asociada a diferencias morfoldgicas, bioquimicas y moleculares (Gil et al. 2003).
Todo tejido maduro pierde potencial morfogénico debido a la determinacion celular que lleva
a una especializacion del tejido, lo que reduce la plasticidad y la capacidad de diferenciacion
de las células (Basto et al. 2012). En etapa de madurez los genes se expresan en forma
diferencial con respecto a los tejidos juveniles (Garcia et al. 2000). Hay evidencia de que las
citoquininas disminuyen durante la maduracion del arbol, asi reduce la division celular y la
induccién del brote y acelera el envejecimiento de los tejidos (Valdés et al. 2003). Las
auxinas, directamente relacionadas con la estimulacion y desarrollo de las yemas vegetativas,
también se ven afectadas por la edad, principalmente, su transporte dentro de los tejidos
(Sampathkumar et al. 2014).

FIGURA 4. Desarrollo morfoldgico de explantos juveniles de castafio (Marrone Chiusa di
Pesio). Apertura de yema a los 10 dias (A y B), segmento nodal con brote elongado a los 25
(C) y 55 dias (D), desde el establecimiento in vitro. Fuente: Elaboracién propia.

En la Fig. 4 se observa el proceso morfoldgico de los explantos juveniles. A partir del dia 10
de la introduccién in vitro, en los segmentos nodales se observan las yemas abiertas; siendo
variable el avance de este proceso, en algunos explantos la yema esta en inicio de apertura
(4A) y en otros la apertura es més avanzada (4B). A los 25 dias se observa una marcada
elongacion de 1,3 cm como promedio (4C), lo que permite establecer los subcultivos a partir
de la propagacion masal (Tabla 3). A los 55 dias se observan brotes con mayor elongacion y

el desarrollo de nuevos brotes desde el callo basal (4D).
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Con respecto al desarrollo de los brotes, a partir del dia 25 se inici6 el subcultivo y a partir del
dia 40 se contabilizaron microtallos con muerte apical (Tabla 3). Esto Gltimo indujo el

desarrollo de microtallos adventicios a partir del callo basal (Fig. 4D).

TABLA 3. Longitud promedio de brotes del total de explantos juveniles de castafio (todas las
variedades estudiadas) a los 10, 25, 40 y 55 dias desde la introduccion in vitro, nimero de

brotes con muerte apical y nimero de brotes subcultivados con su longitud promedio.

Dia Longitud promedio | N° brotes con N° brotes Longitud promedio de
brote (cm) muerte apical | subcultivados | brotes subcultivados (cm)

10 0 0 0 0

25 13 0 3 1,2

40 15 8 19 1,6

55 2,5 3 14 1,7

Fuente: Elaboracion propia.

El tamafio de los brotes subcultivados aumentd desde 1,3 a 2,5 cm de longitud promedio

(Tabla 3), llegando en algunos casos a longitudes cercanas a los 6 cm (Fig. 5A).

FIGURA 5. Longitud alcanzada por brotes de castafio (Marrone Chiusa di Pesio) a los 55 dias

de la introduccién in vitro (A) y su posterior subcultivo (B).

Fuente: Elaboracion propia.

Contaminacion, oxidacién y mortalidad de brotes de castafio in vitro
En la tabla 4 aparecen los resultados obtenidos al comparar el porcentaje de contaminacion

(bacteriana y fangica) a partir del dia 25 de iniciado el establecimiento in vitro de segmentos
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nodales del total de explantos juveniles y adultos. Existen diferencias significativas, siendo
mayores las contaminaciones en el tejido adulto (36%).

TABLA 4. Porcentaje de contaminacion, oxidacion y mortalidad del total de explantos de
material juvenil y adulto de castafio, evaluados a los 10, 25, 40 y 55 dias, desde el

establecimiento in vitro.

Contaminacion (%) Oxidacion (%) Mortalidad (%)
Dia Juvenil Adulto Juvenil Adulto Juvenil Adulto
10 72 9: 0: 6> 72 5e
25 14 122 02 28b 102 35°b
40 232 36° 0: 28 122 520
55 262 36° 02 28b 142 64°b

Letras diferentes correspondientes a la misma variable de respuesta indican diferencias significativas
entre material juvenil y adulto de acuerdo con la prueba de Tukey (P <0,05). Fuente: Elaboracion

propia.

El tratamiento de asepsia fue igual para los dos tipos de tejido, por lo que los resultados son
indicativos de contaminacion de tipo enddgena, dada por bacterias y hongos. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Basto et al. (2012) en Cedrela montana que informaron
niveles de contaminacion en el cultivo in vitro significativamente superiores para explantos
adultos respecto a los juveniles. Similares resultados obtuvieron Méndez-Alvarez y
Abdelnour-Esquivel (2014) en Terminalia amazonia (Gmel.) Excell, con niveles de
contaminacion de segmentos nodales adultos superiores al 40%, con distintos métodos de
desinfeccion. Por su parte, Seth et al. (2005) en Casuarina equisetifolia Forst., refirieron que
la tasa de contaminacion en explantos adultos fue de 20% a 100%, dependiendo de la época de

colecta y fue nula en material juvenil.

Al analizar el nivel de oxidacion por tipo de explanto (Tabla 4), solo en los explantos adultos
se observd oxidacion, que se mantuvo desde el dia 25 hasta el término del periodo de
evaluacion (28%). Estos resultados coinciden con los obtenidos en olivo (Olea europea),
donde explantos ontogénicamente juveniles tuvieron menor oxidacion que los adultos
(Roussos y Pontikis 2001; 2001a). En Malosorbus florentina, los tejidos obtenidos de plantas

juveniles y los colectados de la base de arboles adultos (ontogénicamente juveniles) tuvieron
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un porcentaje menor de oxidacién comparados con los obtenidos de la zona superior de

plantas adultas (Martini y Papafotiou 2013).

La oxidacion de tejidos vegetales es una caracteristica constante del cultivo in vitro (Benson
2000), pero la capacidad de responder ante este estrés depende en gran medida del tipo de
tejido y principalmente, de la edad de éste (Dertinger et al. 2003; Munné-Bosch y Alegre
2002). Se sabe que existe una fuerte correlacion entre la tolerancia al estrés y la capacidad
antioxidante de plantas (Sen 2012). Segun Munné-Bosch y Alegre (2002) es caracteristico de
los tejidos adultos presentar una disminucion en las defensas antioxidantes. Tal es el caso de la
disminucion de las actividades antioxidantes de las enzimas superdxido dismutasa (SOD),
glutation reductasa (GR), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT) (Ye et al. 2000;
Orendi et al. 2001; Munné-Bosch y Alegre, 2002; Dertinger et al. 2003), lo que dificulta la
eliminacién de las ROS de los tejidos, provocando una acumulacion de estas con la edad
(Benson 2000; Prochéazkova y Wilhelmovéa 2007).

Durante la madurez de la planta, antes de entrar en la senescencia, comienza la disminucion de
compuestos antioxidantes existiendo una relacion directa entre el estrés oxidativo y el
envejecimiento en las plantas. Esto se demostré en Ciztuz cluzii Dunal, al observarse que las
plantas de mayor edad presentaron menor actividad fotosintética, menor nivel de clorofila y
los niveles de defensa antioxidante cloroplastica mas bajos, junto con un aumento en la
oxidacion de lipidos, sin presentar sintoma de senescencia, durante o después del estudio
(Munné-Bossh y Alegre 2002).

Al evaluar la tasa de mortalidad de segmentos nodales de Castanea sativa, en todas las
variedades estudiadas, se pudo observar que en los explantos adultos fue significativamente
mayor, con 64% al dia 55, en comparacién al 14% para explantos juveniles (Tabla 4). La
muerte de los explantos se inicié con una necrosis en el apice, que se extendio hacia la base,

comprometiendo el resto de los tejidos (Fig. 6).
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FIGURA 6. Muerte apical (A) y muerte total (B) de explantos de castafio (Marrone Chiusa

di Pesio). Fuente: Elaboracion propia.

La necrosis apical es un trastorno fisiologico que se observa cominmente en cultivos in vitro y
afecta a una amplia gama de plantas (Bairu et al. 2009a; Srivastava y Joshi 2013). Los
primeros sintomas visibles de esta anomalia son el oscurecimiento del pice seguido de la
necrosis basipetala. Posteriormente, ocurre la senescencia y la muerte de las yemas apicales y
finalmente del resto del explanto (Srivastava y Joshi 2013). Esta alteracion puede deberse a
diversos factores como deficiencia de nutrientes (calcio y boro), concentracién de
citoquininas, medio de cultivo, concentracion de nutrientes, aireacion, agente gelificante, pH 'y

periodo de subcultivo (Bairu et al. 2009a).

Los resultados de este estudio concuerdan con los obtenidos por Giovannelli y Giannini
(1999) al introducir in vitro segmentos nodales de Castanea sativa Mill. EI 50% de los
explantos adultos presentd necrosis apical y posterior muerte, mientras para los juveniles
lograron 100% de establecimiento, con respuesta morfogénica. En Castanea sativa la necrosis
apical se asocia a una deficiencia de calcio y ausencia de citoquininas en el desarrollo de
brotes (Piagnani et al. 1996; Bairu et al. 2009b) y a un déficit de citoquinina durante el

desarrollo de raices (Bairu et al. 2009b).

Segun Vieitez et al. (1989) en cultivos de castafios y robles en crecimiento vigoroso, se
observo el desarrollo de callo basal sugiriendo que este callo puede funcionar como un
sumidero que atrapa algunos componentes que ayudan a la planta a superar ciertos sintomas de
deficiencia, como la muerte apical. De acuerdo a los resultados obtenidos sélo el 52% de los
explantos adultos logré formar callo basal (Tabla 2) y la mortalidad fue del 64% (Tabla 4). En

el caso de los juveniles, la formacion de callo fue en el 90% de los explantos (Tabla 2) y la
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mortalidad del 14% (Tabla 4). De lo anterior se podria deducir que el callo basal formado

podria beneficiar a los explantos durante el establecimiento in vitro.

Cuantificacién de fenoles foliares totales de castafo.

En la Fig. 7 se muestra el contenido de compuestos fendlicos totales de tejido adulto y juvenil
de castafio (Chiusa di Pesio). El analisis estadistico reveld que existe una significativa
influencia de la edad del tejido en el contenido de compuestos fendlicos de los explantes. El
tejido juvenil presentdé mayor contenido de fenoles totales (37 mg-g™* M.S) en comparacion

con el tejido adulto (20 mg-g* M.S).

(mg.g ' M.S.)

cm > EHERESLZ
T

Concecntracion Fenoles Totales

Adulto Juvenil
Tipo Material Vegetal

FIGURA 7. Contenido de fenoles totales (mg-g* M.S) promedio en hojas de castafio,
colectadas de arboles adultos y juveniles. Letras diferentes en las barras correspondientes a la
misma variable de respuesta indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey

(P<0,05). Las barras verticales corresponden al error estandar. Fuente: Elaboracién propia.

Estos resultados son similares a los descritos en Zingiber zerumbet (L.) donde el contenido
total de fenoles fue mayor en hojas juveniles que en adultas (Ghasemzadeh et al. 2016).
Resultados diferentes obtuvieron Roussos y Pontikis (2001, 2001a) en arboles de olivo (Olea
europea) y Concepcién et al. (2005) en guayaba (Psidium guajava L.), donde explantos
juveniles tuvieron menor contenido de fenoles totales que los adultos. La correlacion del

contenido de fenoles foliares en castafio, con la respuesta obtenida en el establecimiento in
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vitro de explantos juveniles y adultos (Tabla 2), permite inferir que los fenoles presentes en el
material juvenil favorecieron el desarrollo morfolégico de los explantos en el cultivo de
tejidos.

El analisis del perfil cromatografico de compuestos fenolicos en material joven y adulto de
castafio (Marrone Val di Sussa) (Fig. 8), muestra que el 90% de los compuestos son del
mismo tipo en el tejido joven (Fig. 8A). En cambio, en el material adulto aparece mayor

variedad de compuestos fendlicos (Fig. 8B).
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FIGURA 8. Cromatograma HPLC de extractos fendlicos de material vegetal juvenil (A) y

adulto (B) de castafio (Marrone Val di Sussa). Fuente: Elaboracion propia.

En la Fig. 9A aparece el espectro UV del extracto fenolico obtenido de material juvenil. El
analisis del mismo permite confirmar que el compuesto mayoritario en el tejido analizado

corresponde a acido elagico. El analisis de los espectros UV de extractos provenientes de
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tejido adulto corroboré la presencia mayoritaria de dos compuestos, que por sus tiempos de

retencion corresponden a acido elagico (Fig. 9B) y rutina (Fig. 9C), respectivamente.
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FIGURA 9. Espectro de absorbancia correspondiente a extractos fenolicos de tejido juvenil y

adulto de castafio (Marrone Val di Sussa). EI compuesto mayoritario en el tejido juvenil con
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tiempo de retencion de 10,902 minutos corresponde a acido elagico (maximos de absorbancia
a 253,7 nm y 365,3 nm) (A). Los compuestos mayoritarios en el tejido adulto, correspondiente
a acido elagico (B) con maximos de absorbancia a 253,7 nm y 365,3 nm de longitud de onda y
tiempo de retencion de 10,74 minutos y rutina (C) con maximos de absorbancia a 204,4 nm -
257,4nm - 354,9 nm de longitud de onda y tiempo de retencion 11,44 minutos. Fuente:
Elaboracion propia.

En la Fig. 10 aparecen los resultados de la cuantificacion del contenido de rutina y acido
elagico en extractos de material juvenil y adulto de castafio. Se puede observar que en el
material juvenil el &cido eldgico corresponde al 90% aproximadamente del total de
compuestos fendlicos presentes en este tejido; siendo significativamente superior al detectado
en extractos de tejido adulto. Por otra parte, la rutina solo fue cuantificables en extractos

provenientes de tejido adulto.

Resultados similares se observaron en Dimorphandra mollis (Lucci y Mazzafera 2009) y en
Zingiber zerumbet (L.) (Ghasemzadeh et al. 2016), donde se registr6 un aumento de la

concentracion de rutina con la edad del tejido.
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FIGURA 10. Concentracion de Rutina y Acido Elagico (mg-g* M.S) en extractos fendlicos
de material vegetal total juvenil y adulto de castafio.

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 estandar. Fuente: Elaboracion propia.
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Correlacion entre las respuestas morfogénicas observadas en el establecimiento in vitro

de segmentos juveniles y adultos de castafio con el contenido de rutina y &cido elégico.

Las respuestas in vitro fueron significativamente distintas entre los explantos juveniles y
adultos, corroborando que este ultimo es mucho mas dificil de propagar debido a la baja
respuesta y a los altos niveles de contaminacion, oxidacion y de muerte apical, lo que termina
en la muerte total del explanto. Al analizar los compuestos fendlicos presentes en cada uno de
los tejidos, se pudo identificar la presencia de acido elagico en cantidades significativamente

superiores en el tejido juvenil.

El &cido elagico (EA) es un &cido polifenolico natural que se encuentra en méas de 46 frutas
diferentes y otros alimentos de origen vegetal (Amakura et al. 2000), y puede estar presente en
forma libre en especies vegetales como producto del metabolismo o encontrarse como
precursor de un tipo de tanino condensado como son los elagitaninos (Kaponen y Happonen
2007). Es de gran importancia al tener la capacidad de proteger a las plantas contra el estrés
por su actividad antioxidante (\Valdés et al. 2011; El-Soud et al. 2013; Khan et al. 2017) y de

proteccién contra patdgenos y plagas (Vekiari et al. 2009).

El &cido elagico fue designado por McPherson et al. (2013) como predictor de resistencia a
Phytophthora ramorum en Quercus agrifolia Nee, al identificar este compuesto en el floema
de arboles adultos putativamente resistentes a este patégeno y no asi en los arboles
susceptibles a él. Por otra parte, Zhou et al. (2007) demostraron que dos glicosidos de acido
elagico aislados de Gleditzia sinensis Lam. (Fabaceae) exhibieron actividad antifungica in

vitro contra el hongo de rafaga de arroz Magnaporthe grisea.

Si relacionamos el alto contenido de acido elagico en las hojas de plantas juveniles (Fig. 10) y
su caracteristica de biocida, podriamos responder el por qué es mas baja la contaminacion
observada en los explantos proveniente de estas plantas, a diferencia de los explantos adultos
cuyas hojas presentaron una cantidad significativamente inferior de este compuesto y cuyo
establecimiento in vitro se vio afectado por una alta contaminacion microbiana (Tabla 4). Por
otra parte, al analizar la oxidacion de los explantos, fue significativamente inferior en los
tejidos juveniles (Tabla 4), lo que podria estar relacionado con la actividad antioxidante del
acido elagico, esto podria responder por qué el tejido juvenil no present6 explantos oxidados a

diferencia de los adultos.
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Otro compuesto fendlico que se logrd identificar sélo en el tejido adulto fue la rutina,
flavonoide natural presente en las plantas (Liang et al. 2005), el cual afecta negativamente el
desarrollo morfolégico de los tejidos, ya que puede reducir compuestos como el calcio,
magnesio, nitrégeno, hierro y zinc (Hussain y Reigosa 2014), afectando el crecimiento de las
raices e induciendo la senescencia temprana de los tejidos (Hepler 2005; Himelblau y
Amasino 2001; Imai et al. 2008). Por otra parte, este flavonoide actia como inhibidor del
transporte de auxina (Murphy et al. 2000; Peer y Murphy 2007) lo que afecta la disponibilidad
de la hormona en los tejidos en desarrollo (Sampathkumar et al. 2014). Considerando lo
anterior, la baja capacidad morfogénica observada en el tejido adulto de castafio pudo deberse
a los contenidos de rutina. La presencia de este flavonoide en los tejidos, pudo inhibir el
transporte de auxinas, que estan directamente relacionadas con la estimulacion y desarrollo de
las yemas vegetativas. Murphy et al. (2000), Brown et al. (2001) y Aloni et al. (2003)
informaron que los flavonoides inhiben el flujo de salida de su sitio de sintesis y el transporte
basipetal de auxina endégena. Por otra parte, también se podria asociar el contenido de rutina
con la alta mortalidad observada, producto de la necrosis apical en los explantos adultos, ya
que este compuesto estad asociado a una reduccion del calcio y en Castanea sativa la necrosis

apical se asocié a una deficiencia de este elemento (Piagnani et al. 1996; Bairu et al 2009b).
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IV.CONCLUSIONES

Explantos provenientes de plantas adultas presentaron mayor oxidacién, contaminacion y

mortalidad que los provenientes de plantas juveniles.

Explantos provenientes de plantas juveniles presentaron mayor respuesta morfogénica en el
cultivo in vitro, evaluada en la capacidad de reaccion al establecimiento, formacion de callo

basal y formacion de brotes.

Existe un efecto de la edad del tejido sobre los compuestos de tipo fenolico, ya que en el caso
del acido elagico el contenido es significativamente superior en los explantos juveniles con

respecto a los adultos y la rutina sélo se detect6 en los tejidos adultos.

La presencia y cantidad de compuestos fendlicos como la rutina y el &cido elagico podrian
estar influyendo en las respuestas observadas en el establecimiento in vitro de explantos

adultos y juveniles de castafio.
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DISCUSION GENERAL

El &rea silvoagricola ha ido tomando una importancia de relevancia en el sentido de utilizar
especies vegetales que tengan doble propésito y que respondan a la creciente demanda de
productos como madera y alimentos, considerandose la calidad un factor critico para mantener
la competitividad de la industria chilena (Grau, 2009). Castanea sativa Mill. surge como una
especie de interés, ya que variedades de esta especie, introducidas a Chile desde Europa, son
ampliamente cultivadas por su fruto cuya calidad marrone es apetecido en el mercado de las

delicatesen a nivel mundial.

Por otra parte, en esta especie se han utilizado diversos sistemas para identificar la gran
cantidad de variedades que ha generado a lo largo del tiempo, siendo la identificacion
molecular la que ha tenido los mayores avances y mayores ventajas sobre otro sistema de
identificacion, como el morfolégico. Dentro de los tipos de marcadores moleculares, los

Microsatélites son los mas utilizados.

Cuando se requiere masificar y transferir toda la ganancia genética desde el arbol donante
hacia la descendencia es necesario contar con un tipo de propagacion que lo permita. Tal es el
caso de la propagacion vegetativa donde las plantas obtenidas son iguales a la planta madre
seleccionada (Sanchez et al., 2005). Esta especie, al igual que otras lefiosas, es altamente
recalcitrante a ser reproducida vegetativamente (Vieitez et al., 1983, Caboni et al., 1996,
Sierra, 2001), lo que dificulta el proceso de produccidén masiva. Factores como el genotipo y
edad de la planta donante influyen en la capacidad morfogénica de los tejidos (Ballester et al.
1999, Gubis et al. 2003, George et al. 2008). A este ultimo factor, se asocian algunos

compuestos fendlicos que varian con la ontogenia de los tejidos afectando positiva o
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negativamente la propagacion de un explanto (Volpert et al. 1995, George 1996, Arnaldos et

al. 2001, Hernandez y Gonzalez, 2010).

Desde los primeros estudios sobre la morfogénesis in vitro y aun en la actualidad se reconoce
la capacidad que tienen ciertos grupos de plantas para responder con mayor rapidez a la
formacion de nuevas estructuras u 6rganos in vitro, repuesta morfogénica que se da ante la
presencia de un estimulo. La comprension de toda la fisiologia de las plantas donantes puede
ser critica para establecer protocolos exitosos que dependen del genotipo, las condiciones
ambientales, estado fisiolégico y ontogénico (Benson, 2000). Para una especie dada, los
factores enddgenos y ambientales como el genotipo, el tejido y el momento de la escision, la
posicion del explante dentro de la planta madre, la fenologia, la maduracion del arbol y
compuestos de origen fendlico en la planta madre podrian ser limitantes para la regeneracion
(Bonga et al., 2010, Rutledge et al., 2013). 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 y el medio de cultivo, entre otros. Es asi como las citoquininas, juegan un rol
variado en el desarrollo de la planta durante la formacion y la actividad de los meristemas,

debido a su funcion en el ciclo celular, junto con las auxinas (Kyozuka, 2007).

Las variedades productoras de frutos tipo marrone fueron introducidas a Chile, forman parte
de algunos huertos productivos y producen frutos que cumplen con los estandares de calidad
establecidos en el mercado internacional (Bounous, 2002, Grau, 2003). Si bien el material
vegetal fue introducido a Chile siguiendo severas normas de cuarentena, la identidad de cada
variedad no fue chequeada. Evidencias de asignacion errérea han sido evidenciadas en Chile

en huertos de produccién de frutos de castafio (Bounous et al., 2005), por lo que es necesario
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validar la identidad genética de las variedades con interés productivo antes de iniciar un

sistema de produccion de plantas.

Los Microsatélites son los mas utilizados para la caracterizacion genética en Castanea sp.
(Botta et al., 1999) y estos se han caracterizados en Castanea sativa Mill. (Marinoni et al.,
2003, Buck et al., 2003) y aplicados en estudios de poblaciones naturales, cultivares e incluso
hibridos eurojaponeses (C. crenata x C. sativa), flujo de genes en poblaciones europeas (Botta
et al., 2004), logrando detectar niveles variables de diversidad genética y al mismo tiempo
casos de sinonimia u homonimia entre cultivares (Botta et al., 1999, Botta et al., 2001, Buck et
al., 2003, Marinoni et al., 2003, Yamamoto et al., 2003, Boccacci et al. 2004, Gobbin et al.

2007, Martin et al., 2009, Martin et al., 2010a, Martin et al., 2010b).

Los resultados validaron la hipotesis de asignacion errénea y mal etiquetado de las muestras,
ya que de los nueve cultivares sélo tres (Bouche Rouge, Castell Borello y Citta di Castello)
estaban correctamente identificados. Esto es de gran importancia, ya que errores de este tipo se
constatan afios después, cuando se empieza a obtener las primeras producciones y es dificil
revertir el error (Grau, 2009). Al calcular la distancia genética entre todas las muestras
analizadas, se obtuvo un agrupamiento entre las muestras de Bouche Rouge, Marrone Citta di
Castello y Castell Borello con su respectivo cultivar, verificando la correcta identificacion de
estas variedades. También logra hacer una separacion entre los cultivares Italianos
identificados y Bouche Rouche, este ultimo de origen Francés. Precoce Migoule tuvo
diferencias genotipicas intracultivar, detectdndose cuatro genotipos, uno de ellos igual a
Castell Borello. Esto ultimo podria deberse a problemas de manejo y manipulacion dentro del

huerto.
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Al corroborar errores en la tipificacion de las variedades cultivadas se reafirma la importancia
que tiene validar la identidad genética de las plantas de interés antes de establecer un
programa de produccién de plantas, ya que las respuestas a los tratamiento in vitro son
especie-dependiente e incluso dependientes de la variedad o cultivar, por lo que al basarse en
protocolos especificos de una variedad y si estos no son los correspondientes, se corre el

riesgo de no obtener los resultados esperados (Tichéa et al., 1998, Carvalho et al., 2001).

El perfil genético obtenido en Italia para las plantas provenientes de semilla se utiliz6 para ver
qué tan distante son estas muestras con respecto a la planta madre y determinar su posible
polinizador. En la distribucion de estas muestras se detecta un patron similar de distancia entre
estas plantas y su respectiva planta madre, es decir, todas mantienen una distancia dada por
mas de un partidor. PM1 so6lo coincide con su planta madre con el partidor CSCATL1, con
CsCAT 16 en el segundo alelo y con EMCs38 y QpZAG119 en el segundo. Por otra parte,
Marigoule coincide con CsCAT 3 en el primer alelo, siendo la muestra mas distante con su
planta madre. CC1 coincide con QpZAG119, CsCAT 3 en el primer alelo y con CsCAT16 y
EmCs38 con el segundo alelo. PM1 y CC1 se acercan mas a los genotipos chilenos Chiusa di
Pesio y Marrone di Cuneo y las muestras VS3, VS7 y M1, cercanos a PM 750 y PM 757. La
distancia que se observa entre las muestras de semillas de Val di Sussa (VS3 'y VS7) y que esta
dada por la diferencia en el perfil genérico entre las dos muestras, fue detectado por el partidor
CsCATL en el primer alelo y EMCs38 en el segundo. A su vez, la distancia entre estas dos
muestras y la planta madre esta dada por grandes diferencias en el perfil genético. Sélo
coinciden las tres muestras con el partidor QpZAG 119 en el primer alelo y VS3 con la planta

madre en el partidor EMCs38 en el segundo alelo.
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Estos resultados demuestran la variabilidad que hay entre plantas de una misma variedad, pero
provenientes de semilla. Debido a esto, al establecer un huerto con plantas provenientes de
propagacion sexual se obtiene una desuniformidad muy grande, la cual se puede apreciar no
solo en el tipo de fruto que producen, sino ademéas en la forma de los arboles, época de

floracién, madurez del fruto, etc. (Grau 2009).

Castanea sativa Mill. es una especie autoestéril, por lo que necesita forzosamente recibir
polen de otro ejemplar, en lo posible con una concordancia en la floracién de los sexos
opuestos y que el fruto de éste tenga un cierto valor comercial. (Breisch, 1995, Bounous, 2002,
Grau, 2009). Las variedades Precoce Migoule y Marigoule se caracterizan por su precocidad
al momento de entrar en brotacion y ademas, presentan flores masculinas longistaminada, por
lo que son consideradas buenas polinizadoras. Esto es de gran importancia, ya que genera una
gran problematica al verificar que estos cultivares no son la variedad en la cual estan

tipificados, por lo tanto no estarian cumpliendo su funcion dentro del huerto.

Al evaluar el efecto del genotipo y la fuente de citoquinina, para el porcentaje de
contaminacion de explantos en las variedades Val di Sussa, Citta di Castello y Chiusa di Pesio,
no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con BAP y TDZ, ademas, en
Bouche Rouche y Marrone di Cuneo la contaminacion fue mayor en el tratamiento con BAP,
lo que demuestra que si hay un efecto del genotipo y de la fuente de citoquinina. Con respecto
a la oxidacion, en las variedades Val di Sussa y Citta di Castello no hubo diferencias entre los
tratamientos con BAP y TDZ, a diferencia de Bouche Rouche, Marrone di Cuneo y Chiusa di
Pesio, donde si existieron diferencias. En el caso de Bouche Rouche y Chiusa di Pesio el
mayor porcentaje de oxidacion se dio con TDZ y en Marrone di Cuneo con BAP. Por lo tanto,

para esta variable es mas determinante el genotipo.
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En el caso de la formacion de callo basal y los explantos con reaccion, no hubo diferencias en
estas dos variables en los cinco genotipos para los tratamientos con BAP y TDZ, excepto en la
variedad Bouche Rouche que tuvo mayor formacién 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 Citta di Castello y Chiusa di Pesio fueron
significativamente superiores en la formacién de callo basal y la reaccion de explantos. Los
resultados expuestos coinciden con los obtenidos en otras investigaciones, donde la tasa de
multiplicacion (Miranda-Fontaifia & Ferndndez-Lopez, 2001, Hasbun et al., 2009), tasa de
brotacion (Corredoira et al., 2011), requerimientos luminicos y respuesta al enraizamiento
adventicio, vigor y aclimatacién de microplantulas (Vieitez et al., 2007) han sido dependientes
del genotipo (Ballester et al., 1999). Por otra parte, existen reportes de micropropagacion de
algunas variedades de castafio, las cuales son especificas 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).

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 Citta di Castello y Chiusa di
Pesio. Se observé 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, Bouche Rouche, Val di Sussa y Marrone di

Cuneo, presentaron una mortalidad total de los explantos, lo que expresa que para estas
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variedades el factor fuente de citoquinina no fue determinante, sino un factor que no se evalud

en este estudio, la edad del explanto.

En relacion a la fuente de citoquinina y su interaccion con el genotipo, se puede considerar
que la capacidad diferencial de las citoquininas en la induccion de brotes podria atribuirse a
factores tales como la tasa de absorcion diferencial reportada en diferentes genomas
(Blakesley, 1991), variacion en la tasa de translocacién a regiones meristematicas y procesos
metabolicos en donde la citoquinina puede ser degradada o conjugarse con azlcares O

aminoacidos para formar compuestos biolégicamente inertes (D’Onofrio y Morini, 2005).

Una variable que afectd 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 evalud en
este estudio y que en general siempre ha sido un factor determinante en el cultivo in vitro de

lefiosas y en especial en Castanea sativa.

Sobre la base de los resultados obtenidos en nuestro estudio, BAP fue mas eficaz en el
desarrollo de la apertura de yema axilar que TDZ, lo que concuerda con los resultados
obtenidos por Kadota y Niimi (2003) en Pyrus pyrifolia, donde al utilizar BAP obtienen un
efecto méas notable en la brotacion y en la posterior multiplicacion 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 diferenciacién 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 sélo en dos de las cinco variedades estudiadas.
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Al evaluar el efecto de la edad de la planta madre, las respuestas in vitro fueron
significativamente distintas entre los explantos juveniles y adultos, corroborando que este
ultimo es mucho mas dificil de propagar debido a la baja respuesta y a los altos niveles de

contaminacion, oxidacion y de muerte apical, lo que termina en la muerte total del explanto.

Las tasas de respuesta, formacion de callo basal y brotacion llego al 90% en los explantos
juveniles siendo significativamente superior a los observados en los explantos adultos (52%).
Ademas, estos explantos llegaron a etapas de subcultivo, logrando tener explantos con brotes
cercanos a los 6 cm de longitud y sus tasas de contaminacion y oxidacion fueron

significativamente inferiores que los obtenidos en los explantos adultos.

La mortalidad, iniciada con la necrosis apical en los explantos fue significativamente supeior
en los explantos adultos, concordando estos resultados con los obtenidos por Giovannelli y
Giannini (1999) con la introduccién in vitro de segmentos nodales de Castanea sativa Mill.,
donde el 50% de los explantos adultos present6 necrosis apical y posterior muerte, a diferencia

de los juveniles los cuales el 100% logro establecerse y tener una respuesta morfogénica.

La necrosis apical es un trastorno fisiologico que se observa cominmente en cultivos in vitro y
afecta a una amplia gama de plantas (Bairu et al., 2009, Srivastava y Joshi, 2013). En
Castanea sativa Mill. se asocia a una deficiencia de calcio y ausencia de citoquininas en el
desarrollo de brotes (Piagnani et al., 1996, Bairu et al., 2009) y a una deficiencia de
citoquinina durante el desarrollo de raices (Vieitez et al., 1989, Bairu et al., 2009). Segun
Vieitez et al. (1989) en cultivos de castafios y robles en crecimiento vigoroso se observé el
desarrollo de callo basal sugiriendo que este callo puede funcionar como un sumidero que

atrapa algunos componentes que ayudarian a la planta a superar ciertos sintomas de
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deficiencia, como la muerte apical. De acuerdo a los resultados obtenidos sélo el 52% de los
explantos adultos logré formar callo basal y la mortalidad fue del 64% En el caso de los
juveniles, la formacion de callo fue del 90% de los explantos y la mortalidad fue del 14%. De
lo anterior se podria deducir que el callo basal formado podria beneficiar a los explantos

durante el establecimiento in vitro.

Al analizar los compuestos fendlicos presentes en cada uno de los tejidos foliares de las
plantas madres, en el tejido juvenil se detecté uno en gran cantidad, superior al resto de los
compuestos presentes, el cual se identificO como 4acido elagico. Si relacionamos este
compuesto y su caracteristica de biocida, podriamos responder el por qué es mas baja la
contaminacion observada en los explantos proveniente de estas plantas, a diferencia de los
explantos adultos cuyas hojas presentaron una cantidad significativamente inferior y cuyo

establecimiento in vitro se vio afectado por una alta contaminacion microbiana.

Por otra parte, al analizar la oxidacion de los explantos, la cual fue significativamente inferior
en los tejidos juveniles y consideramos la actividad antioxidante del acido elagico, esto podria

responder por qué el tejido juvenil no presentd explantos oxidados a diferencia de los adultos.

La rutina fue el compuesto que sélo se detectd en las hojas de plantas adultas. Este flavonoide
natural presente en las plantas (Liang et al.,, 2005), afecta negativamente el desarrollo
morfologico de los tejidos, ya que puede reducir compuestos como el calcio, magnesio,
nitrégeno, hierro y zinc (Hussain y Reigosa, 2014), afectando el crecimiento de las raices e
induciendo la senescencia temprana de los tejidos (Himelblau y Amasino, 2001, Hepler, 2005,

Imai et al., 2008). Por otra parte, este flavonoide actla como inhibidor del transporte de
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auxina (Murphy et al., 2000, Peer y Murphy, 2007) lo que afecta la disponibilidad de la

hormona en los tejidos en desarrollo (Sampathkumar et al., 2014).

Considerando todo lo anterior con respecto a la rutina, podriamos responder la baja capacidad
morfogénica observada en el tejido adulto con la presencia de este flavonoide en los tejidos
asociandolo directamente a la interaccion de este compuesto fenolico con el transporte de
auxina. Esto debido a que las auxinas estan directamente relacionadas con la estimulacion y
desarrollo de las yemas vegetativas, las cuales se verian afectadas en su transporte dentro de
los tejidos adultos (Sampathkumar et al., 2014). Murphy et al. (2000), Brown et al. (2001) y
Aloni et al. (2003) reportaron que los flavonoides inhiben el flujo de salida de su sitio de
sintesis y el transporte basipetal de auxina enddgena. Por otra parte, también se podria asociar
el contenido de rutina a la alta mortalidad observada, producto de la necrosis apical, en los
explantos adultos, ya que este compuesto estd asociado a una reduccion del calcio y en
Castanea sativa Mill. la necrosis apical se asocia a una deficiencia de éste elemento (Piagnani

et al. 1996, Bairu et al. 2009).
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CONCLUSIONES GENERALES

Todas las variedades estudiadas, excepto Precoce Migoule, no presentan diferencias

genotipicas intracultivar.

En el caso de Precoce Migoule, podrian existir errores de manipulacion dentro del huerto, ya

que se detecto un ejemplar de Castell Borello en la linea de cultivo de esta variedad.

Los cinco microsatélites utilizados fueron insuficientes para detectar los polimorfismos entre

las variedades marrones de referencia y las chilenas identificadas.

En la etapa inicial del establecimiento in vitro de las variedades seleccionadas, la
contaminacion esta relacionada al genotipo y la fuente de citoquininas. Sin embargo, la
oxidacion se diferencia significativamente en las distintas variedades, existiendo algunas (CC)

gue no se oxidan bajo ningun tratamiento.

Para el desarrollo morfogénico del establecimiento in vitro se concluye que el genotipo es un
factor determinante en la formacion de callo basal, independiente de la citoquinina utilizada.
Sin embargo, la apertura de yemas es afectada por la fuente de citoquinina siendo més efectiva

BAP en las variedades CC y CP.

La tasa de mortalidad y la baja brotacién de los explantos incide en la respuesta al
establecimiento in vitro y esta directamente relacionada con la edad del material vegetal

utilizado.

Los explantos provenientes de plantas adultas presentan mayor oxidacion, contaminacion y

mortalidad que los provenientes de plantas juveniles.
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Explantos provenientes de plantas juveniles presentan mayor respuesta morfogénica en el
cultivo in vitro evaluada en la capacidad de reaccion al establecimiento, formacion de callo

basal y formacion de brotes.

La presencia y cantidad de compuestos fenolicos como la rutina y el acido elagico podrian
estar influyendo en las respuestas observadas en el establecimiento in vitro de explantos

adultos y juveniles.

El contenido de &cido elégico es significativamente superior en los explantos juveniles con

respecto a los adultos y la rutina se detect6 solo en los tejidos adultos.
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