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RESUMEN

Entre las actividades de investigacion llevadas a cabo por el Instituto Forestal se ha
desarrollado una serie de proyectos relacionados con especies de madera valiosas, siendo
una de las principales el castafo (Castanea sativa). Por medio de ellos se ha detectado la
necesidad de contar con plantas de calidad y en cantidad suficiente para establecer
plantaciones con fines forestales.

El presente trabajo fue llevado a cabo con el objetivo de producir replicas de arboles
superiores de castafio, mediante técnicas de micropropagacion o cultivo in vitro.

Se probd un total de 31 arboles superiores, de los cuales 29 clones fueron establecidos
y multiplicados en laboratorio. La tasa de multiplicacion fue variable dependiendo del clon.
Se obtuvo porcentajes de 70 a 100 % tanto para la etapa de enraizamiento como para la de
supervivencia, luego de la aclimatacion.

Los avances desarrollados en la micropropagacidon de arboles superiores adultos de
castano, ya permiten utilizar esta técnica para obtener réplicas de individuos selectos y
generar plantas de caracteristicas superiores, destinadas a promover el cultivo forestal de la
especie y la generacion de madera de alto valor de castafio en Chile.
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BYOTECHNOLOGICAL ADVANCES IN CHESTNUT
SUPERIOR TREES /N VITRO PROPAGATION

SUMMARY

Among research activities carried out by the Forest Institute of Chile, a series of projects
related to valuable wood species has been made, being one of the main species chestnut
(Castanea sativa). Through them, it has been detected the need to have high quality seedlings
in a sufficient number to establish forest plantations.

The present study was carried out with the objective to produce superior copies of
chestnut, through micropropagation or in vitro culture technigues.

Superior trees (31) were tested, from which 29 clones were established and multiplied
in laboratory. Multiplication rate was variable depending on the clone. From 70 to 100 %
propagation success was obtained during the rooting to acclimatization stages.

Micropropagation advances of adult superior chestnut trees, allow using this technique

to obtain copies of select individuals and to generate superior characteristics seedlings destined
to promote chestnut forest culture and high value wood generations in Chile.

Key words: Castanea sativa, genetic improvement, in vitro culture.
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INTRODUCCION

Entre las actividades de investigacién llevadas a cabo por el Instituto Forestal se han
realizado una serie de proyectos relacionados con especies de madera valiosas. Por medio
de ellos se ha detectado la necesidad de contar con plantas de calidad y en cantidad suficiente
para establecer plantaciones con fines forestales. Recogiendo esta inquietud, se ha tomado
la decisién de trabajar con castano para superar los inconvenientes técnicos y responder a
las necesidades del sector privado.

El castafo es una especie tradicionalmente cultivada en Chile, principalmente por su
aptitud frutal, cuyo mercado ha sido el interno y de consumo directo por parte de los
propietarios duefios de los bosquetes o arboles, asi como para la alimentacién animal (directa
en el lugar o como parte integrante de una alimentacion artificial). En cuanto a su aptitud
forestal, esta especie de madera fina, forma parte de un nicho de mercado selecto, que
compra maderas a valores muy elevados. Es asi que en el mercado europeo se transan
trozas de castafio en valores que fluctian entre los 150 - 500 US $/m?. Incluso en Chile se
comercializa castario, pero se vende como encino, dado el mayor conocimiento y valoracion
que existe de ésta especie, a pesar de que sus caracteristicas tecnolégicas y su color mas
claro hace al castaio una materia prima sustituto muy apreciada por los mueblistas (Loewe
y Gonzalez, 2002).

Con el objeto de avanzar en la tematica biotecnoldgica del castaio, el Instituto Forestal
se encuentra desarrollando los proyectos “Uso de Herramientas Biotecnoldgicas para
Aumentar la Rentabilidad de Plantaciones de Castafio en la VIl Regidn” financiado por Innova
Bio-Bio y FIA y "Hacia el Desarrollo del Castafo Forestal en Chile”, financiado por FONDEF.
Uno de los objetivos de estos proyectos es implementar diversas acciones para mejorar la
productividad de las plantaciones de castafio, tales como la seleccion de arboles superiores
y la propagacion de estos mediante el uso de organogénesis somatica y semilla genéticamente
mejorada en la produccion de plantas.

Cabe sefalar que en el caso de castafo, existen factores que no han permitido un
desarrollo importante de sus plantaciones para destino industrial y su valor se ve opacado
por el uso de materiales genéticos inadecuados, particularmente de variedades que no son
las idéneas para la produccién maderera, en ocasiones incluso de variedades destinadas a
produccion de frutos.

Estas condiciones permiten suponer que es necesario impulsar el establecimiento y
manejo de plantaciones forestales a través del desarrollo y perfeccionamiento de tecnologias
que permitan maximizar la productividad de la especie aprovechando las instancias de fomento
disponibles segun las condiciones de cada propietario, es decir, crear la base productiva con
condiciones dptimas para la obtencién de madera de alta calidad. En este sentido, la existencia
de un mercado real en el pais para la madera de castafo y toda mejora tecnolégica y de
fomento a la forestacion, permitiran consolidar al castafio como una opcion real de
diversificacion y negocio forestal en Chile.
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A continuacién, son presentados los principales aspectos técnicos relacionados con
la multiplicacion in vitro de arboles superiores de castaio, informacién que pretende presentar
los avances logrado por medio de esta técnica en material vegetal adulto, seleccionado para
producir madera de alto valor en la especie.

MATERIAL Y METODO

La micropropagacion de especies forestales, en este caso castafio, es una herramienta
muy Util para masificar material genético selecto, constituyendo asi un importante elemento
de apoyo para transferir las ganancias obtenidas en los programas de seleccion y
mejoramiento genético.

Su aplicacion operativa requiere la ejecucion de las siguientes etapas sucesivas:

- Identificacion y seleccion del material a propagar (arboles superiores)
- Colecta de propagulos y establecimiento de cultivos.

- Desarrollo y multiplicacion de brotes.

- Enraizamiento de brotes.

- Aclimatacion de plantas.

Identificacién y Seleccion de Arboles Superiores

El material vegetal a propagar se cosechd desde arboles seleccionados (plus). La
seleccion de candidatos a plus se inicio con la busqueda de los arboles desde plantaciones
de castafio ya identificadas por INFOR y que presentaban individuos de interés forestal.
Estos rodales ubicados entre la VIIl y X Region fueron recorridos sistematicamente en busca
de arboles superiores. Cabe sefalar que el origen principal de los arboles seleccionados
(principalmente en la VIII Regién) corresponde en la mayoria de los casos a arboles frutales
que han tenido muy poco manejo pero que presentan caracteristicas forestales de interés,
también se selecciond rodales (para las Regiones IX y X) que fueron plantados para producir
madera y han sido manejados irregularmente, pero que, sin embargo, presentan
caracteristicas dendromeétricas y fenotipicas de interés forestal, es decir, arboles producidos
de semillas (sin injertar) que fueron plantados a alta densidad, siendo la mayoria de ellos
escasamente manejados. La cosecha de material, plas, se realizd en terreno a traves del
escalamiento de los arboles superiores previamente seleccionados.

E| material a micropropagar correspondié a arboles adultos, lo cual esta asociado a
un mayor grado de dificultad para el cultivo in vitro, debido a factores tales como,
contaminacién de explantes, necrosis apical, oxidacién, enraizamiento y posterior
supervivencia ex vitro.

También es importante destacar que existe un factor de tipo clonal, que ocasiona una
respuesta diferenciada de los clones a los medios de cultivo. Distintos clones exhiben mayor
o menor facilidad para el establecimiento e iniciacién de los cultivos, ademas de diferentes
tasas de multiplicacion y respuestas a los tratamientos de enraizamiento. En este caso, se
trabajo con un nimero moderado de clones (31), encontrandose diferencias importantes
entre ellos (Figura N° 1).
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Figura N° 1
ARBOL SUPERIOR DE CASTANO SELECCIONADO PARA SER MICROPROPAGADO
X REGION, CHILE

Colecta de Propagulos y Establecimiento de Cultivos

Mediante escalamiento de los arboles selectos se obtuvo porciones de ramas con
yemas latentes, las cuales fueron almacenadas en camara de frio y posteriormente inducidas
a brotar en laboratorio, bajo condiciones controladas de asepsia, fotoperiodo y temperatura.
Una vez iniciado el desarrollo de los brotes, fueron cortadas, sometidas a un protocolo de
asepsia y establecidas en frascos de vidrio de 200 ml con 60 ml de un medio de cultivo
basado en el de Gresshoff y Doy (1972) con los macronutrientes reducidos a la mitad, sin
hormonas. suplementado con sacarosa (3% p/v) y agar (0,7% p/v, Difco-Bacto Agar). El pH
fue ajustado a 5,7 con HCI 0,1 N, antes de ponerlo en autoclave por 20 minutos a 0.1 Mpa.
Esta ultima labor se desarrollé bajo maximas condiciones de asepsia, en una camara de
flujo laminar, manteniendo una rigurosa identificacion del material.

El principal problema en esta fase fue la frecuente oxidacion de los cultivos, la cual
fue muy intensa en algunos clones, lo que provoco una pérdida importante de brotes. En
algunos clones esta perdida fue de hasta el 60 % de los explantes ya establecidos libres de
contaminacion.
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Para mitigar este problema, los explantes fueron repicados a medio fresco, tan pronto
como se observaba la presencia de oxidacion en el cultivo. Adicionalmente, durante esta
fase y por un periodo de 4 a 6 semanas. los cultivos fueron mantenidos en una condicion de
semisombra. También se observo una respuesla positiva a la adicion de PVP
(Polivynpirrolidone) al medio de cultivo. en una dosis de 60 mg/L.

Desarrollo y Multiplicacion de Brotes

Una vez observada la estabilizacion de los cultivos (caracterizada por brotacion
abundante y crecimiento normal del callo), los explantes fueron traspasados a frascos de
mayor tamano, utilizando finalmente una variante del medio BTM (Chalupa, 1983)
desarrollada por el proyecto. Se probd tres medios de cultivos; GD, BTM (Chalupa, 1983) y
DKW (Driver y Kuniyuki, 1984), con diferentes concentraciones de citoquinina (6-
benzylaminopurine) y agentes gelificantes como Agar y Phytagel. Se observo un
comportamiento diferenciado de los clones a los distintos medios de cultivo utilizados.

El principal problema presentado en esta fase fue la necrosis apical de los explantes.
Para evitar esto se reemplazo la tapa de los frascos por una doble capa de film de polietileno.
con el objetivo de permitir un mayor intercambio de gases, lo que ayudd a corregir este
problema y el de la vitrificacion de los cultivos. Ademas, se observo que |a utilizacion de una
concentracion de 0,125 mg/L de BAP, provoco en algunos clones una excesiva elongacion
de los explantes, por lo que se aplico una dosis mas alta de esta hormona, en los tratamientos
de multiplicacion.

Durante |la fase de multiplicacion de brotes, los explantes fueron periodicamente
seccionados para su multiplicacion y traspasados a medio fresco. Los cultivos fueron
mantenidos en las mismas condiciones ambientales de la etapa anterior.

Enraizamiento de Brotes

Los ensayos de enraizamiento, fueron efectuados con aquellos clones que presentaron
las tasas mas altas de multiplicacion, sobre los 100 brotes cultivados in vitro. El principal
problema que presento la especie, fue la necrosis apical producto de la aplicacién de la
auxina IBA (Acido Indol-Butirico), lo que provoca su muerte. Este efecto ha sido reportado
en numerosos estudios de la especie al respecto (Sanchez et al, 1997a; Sanchez et al, 1997
b: Sanchez y Vieitez, 1991; Vieitez et al, 1986).

Como procedimiento, se adoptd colocar los brotes en medio MS _, ° nitratos, sales y
vitaminas, 3 mg/L de IBA y agar; luego colocar durante 5 dias en oscuridad y traspasar a
medio BTM _, sin hormona y finalmente en fotoperiodo normal como el utilizado
operacionalmente para la produccion de plantas, ya que con este se obtienen los porcentajes
de enraizamiento mas altos, en conjunto con un mejor resultado en cuanto al manejo de la
necrosis apical. Este procedimiento se basa en la utilizacion de medios de cultivo sucesivos,
de manera de utilizar uno para la primera fase llamada de induccién de raices y otro para
una segunda fase de expresion, que es donde se forman y emergen las raices del brote.
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Adicionalmente, se ha observado que la adicion de caicio, en la forma de Pantetonato
de calcio, al medio de expresion de raices (BTM _ sin hormonas) eleva los porcentajes de
enraizamiento sobre 70 % en todos los clones ensayados y, ademas, mejora la estructura de
las raices obtenidas, tanto en conexién vascular como en su numero y forma. El enraizamiento
de los brotes alongados se efectud en un proceso de dos etapas sucesivas. La primera de
induccion de raices en oscuridad y con estimulacién hormonal y la segunda de expresion y
elongacion radicular, en la cual se forman y emergen las raices del brote.

Aclimatacion de Plantas

Las plantas producidas in vitro inicialmente presentan estomas no funcionales, por lo
tanto deben someterse a un proceso de aclimatacion, en el cual se acondiciona la planta
para permitir su sobrevivencia en un ambiente normal.

Para tal efecto, una vez ocurrido el enraizamiento y cuando las raices alcanzan 4 cm
de longitud, los explantes fueron repicados a cajas con un sustrato compuesto por turba,
perlita y un medio de cultivo liquido desarrollado por INFOR, correspondiente a una variacion
del medio BTM sin sacarosa y con los macronutrientes reducidos a la mitad. Las cajas fueron
cubiertas con film de polietileno, que se retird por intervalos progresivos de tiempo para
exponer en forma gradual a la planta a condiciones de humedad ex vitro.

RESULTADOS
Identificacién y Seccion de Aboles Speriores

Se identificd un total de 31 arboles superiores (Cuadro N° 1), con una edad que
fluctia entre los 15 y 45 anos.

Cuadro N° 1
ARBOLES DE CASTANO SELECCIONADOS PARA MICROPROPAGACION
[W° de arboles. Predio Propietario Ao | Comuna | Provincia |Region
| seleccionados Plantacién
1 Lanalhue Forestal Mininco 1979 Canete Arauco VIl
2 Santa Luisa (Jauja) Forestal Mininco 1980 Collipulli Malleco IX
2 Quilas Bajas Herman Toeter Quepe Cautin 1X
2 Voipir Carlos Weber 1973 Villarrica Cautin 1X
3 Pillo Pillo Fuorestal Tornagaleones 1980 Valdivia Valdivia X
1 Los Copihues Forestal Anchile Valdivia Valdivia X
5 Las Paimas UACH 1962 Valdivia Valdwvia X
2 Los Pinos UACH 1975 Valdivia Valdivia X
1 Tornagaleones Forestal Anchile Caorral Valdivia X
3 Las Minas Forestal Tornagaleones 1982 Carral Valdivia X
2 Taico Forestal Anchile 1989 Paillaco Valdivia X
2 Las Trancas Forestal Valdivia 1975 La Union Valdivia X
3 Peleco Forestal Valdivia 1976 La Unidn Valdivia X
1 San Pedro Forestal Valdivia 1980 Los Lagos | Valdivia X
1 Pumillahue Foreslal Tornagaleones 1982 Mafil Valdivia X

Volumen 13, Numerc 2, 2007 / 233



AVANCES BIOTECNOLOGICOS EN CASTANO
MULTIPLICACION IN VITRO DE ARBOLES SUPERIORES

Colecta de Propagulos y Establecimiento de Cultivos

El procedimiento utilizado para colectar y establecer asépticamente el material, permitio
instalar en cultivo in vitro a 28 clones de los 31 arboles superiores seleccionados.
Desarrollo y Multiplicacion de Brotes

La tasa de multiplicacion obtenida fue variable, obteniéndose al cabo de seis meses
clones con elevadas tasas de multiplicacion y otros donde esta no fue mayor a 1:2.

Enraizamiento de Brotes
El procedimiento utilizado para el enraizamiento permitio obtener porcentajes de éxito

entre 70 y 100 % y disminuir la incidencia de la necrosis apical provocada por la auxina
utilizada para estimular la formacién de raices (Figura N° 2)

Figura N° 2
ETAPA DE ENRAIZAMIENTO DE BROTES DE CASTANO, VIl REGION, CHILE

Aclimatacion de Plantas

Durante la etapa de aclimatacion se obtuvo un porcentaje de sobrevivencia de las
plantas micropropagadas que vario entre clones, entre un 70 y 100 %, permitiendo obtener
plantas funcionales autotroficas (Figura N° 3).
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Figura N° 3
PLANTAS MICROPROPAGADAS DE ARBOLES SUPERIORES DE CASTANO, VIIl REGION,
CHILE

CONCLUSIONES

El protocolo de micropropagacion desarrollado por INFOR para multiplicar arboles
adultos de castano ha demostrado ser una alternativa viable para la obtencion de réplicas
vegetativas de individuos de caracteristicas productivas superiores.

Estos promisorios resultados facultan la masificacion de genotipos superiores y el
posterior aprovechamiento de sus ventajas productivas en plantaciones operacionales
destinadas a la produccion de madera de alta calidad.

Las plantas obtenidas experimentan un desarrollo normal y seran proximamente
establecidas en ensayos clonales de terreno, para continuar evaluanda su comportamiento
a través del tiempo.

La rigurosa evaluacién de los ensayos clonales que seran proximamente establecidos
permitira la adopcion de esquemas de silvicultura clonal o de plantaciones mixtas con
participacion de castanos clonales, aspecto que permitira aumentar la productividad de sus
plantaciones, en la medida que se utilicen clones selectos de manifiesta superioridad
productiva y probada superioridad de su desempefio en terreno.
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