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RESUMEN

Los esquemas de propagacion clonal utilizados en forma integrada con programas
de mejoramiento genético, hacen posible amplificar las ganancias genéticas al propagar
masivamente el mejor material generado en el programa. De esta manera, el uso de
clones permite aumentar la productividad de las plantaciones forestales, mejorar la calidad
y uniformidad del producto final y reducir la edad de cosecha.

Debido el enorme interés que concitan las ventajas productivas asociadas a la
silvicultura clonal, las tecnologias de propagacion vegetativa han experimentado un
intenso desarrollo, tanto en el &mbito de las técnicas convencionales de propagacion por
estacas como de la biotecnologia.

Eneste articulo serevisany analizanlos alcancesy limitaciones de estos desarrollos,
con énfasis en especies exoticas y nativas de interés econémico para Chile.

Palabras clave: Propagacion vegetativa, silvicultura clonal, biotecnologia, mejoramiento
genético.

SUMMARY

The clonal propagation schemes used in integrated form with improving breeding
genetic programs make it possible to amplify the genetic gains to massively propagate the
best material generated in the program. In this way, the use of clones lets increase the
forest plantations productivity, improves the quality and uniformity of the final product, and
reduces the crop age.

Due to the big interest that attracts the productivity benefits associated with
clonal forestry, the vegetative propagation technologies have experimented an intense
development, as much in the conventional techniques of propagation by cuttings as the
biotechnology.

In this paper, are checked and analyzed the scope and limitations of these
developments, with emphasis in exotics and native species of economical importance for
the country.
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INTRODUCCION

Las plantas tienen dos formas de reproduccion, sexual por medio de semillas o
asexualmente mediante tejidos vegetales. Ambas formas ocurren normalmente en la
naturaleza; algunas plantas se reproducen principalmente en forma vegetativa mientras
gue otras solo se reproducen a través de semillas. Ambas formas de reproduccién
conllevan diferencias genéticas, las semillas contienen genes recombinados del padre y
de la madre, mientras que los propagulos vegetativos son genéticamente idénticos a la
planta madre, desde donde fueron colectados (Schmidt, 1993).

La propagacién vegetativa es posible gracias a una propiedad de los vegetales
llamada totipotencialidad de las células, las cuales en su nulcleo contienen toda la
informacién genética, necesaria para regenerar al organismo completo del cual forman
parte (Hartmann et al., 1990; Cassells and Gahan, 2006).

Un clon se define como una poblaciéon de individuos genéticamente idénticos,
los cuales se han obtenido por medio de propagacion vegetativa (Schmidt, 1993). La
duplicacion puede ser potencialmente infinita y el proceso permite la multiplicacion a
gran escala, a partir de un solo individuo; si éste es de caracteristicas sobresalientes, su
plantacion también sera de un valor superior.

Entonces, las ventajas productivas asociadas a la propagacién vegetativa se
asocian estrechamente a la calidad de los individuos que se estan multiplicando. Por esta
razén, actualmente, el uso de esta técnica es un componente esencial, de los programas
de mejoramiento genético forestales (Zobel y Talbert, 1988). Debido al extenso ciclo de
vida de los arboles, un programa clasico de mejora requiere de mucho tiempo para ser
desarrollado, en este contexto la propagacion vegetativa se convierte en una herramienta
muy Util para el mejorador, pues permite capturar y transferir rapidamente las ganancias
genéticas, obtenidas en cualquier etapa de los programas de mejoramiento a las
plantaciones comerciales (Kleinschmit et al., 1993; Mac Rae y Cotteril, 1997). Ademas,
esta habilidad para capturar las ganancias genéticas (aditivas y no aditivas), permite la
multiplicacion a gran escala de plantas que exhiben combinaciones especificas de genes
o plantas hibridas, las cuales es practicamente imposible de reproducir mediante semillas
(Potts et al., 1992). Por esta razén, es posible obtener altas ganancias en aquellas
caracteristicas deseables, que por su baja heredabilidad, no se traspasan eficientemente
a la descendencia por via sexual, como normalmente lo son el crecimiento, peso seco,
contenido de celulosa y otros caracteres de interés forestal (Gutiérrez, 2005).

Desde el punto de vista de las plantaciones operacionales, se puede utilizar la
especificidad de un clon para potenciar los rendimientos en un sitio especifico o bien
emplear clones de gran capacidad de adaptacién a variadas condiciones de sitio. De esta
manera, la silvicultura clonal permite aumentar la productividad de los sitios forestales,
mejorar la calidad y uniformidad del producto final y reducir la edad de cosecha (Carpineti,
2005; Libby y Rauter, 1984).

No obstante, la tecnologia no se encuentra exenta de riesgos, ya que el uso
de clones implica una menor variabilidad genética, que ante condiciones climaticas
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inesperadas (heladas, sequias) o el ataque de plagas y enfermedades, puede resultar
en pérdidas catastroficas, si no se utilizan estrategias adecuadas de silvicultura clonal y
una retroalimentacion de nuevas fuentes de variacion, en el contexto de programas de
mejoramiento genético (Carpineti, 2005; Ahuja y Libby, 1993).

Durante las Ultimas décadas, las tecnologias de propagacién vegetativa han
experimentado un intenso desarrollo, haciendo realidad la silvicultura clonal en especies
de importancia comercial como pinos y eucaliptos, ademas de numerosos hibridos
(Bettinger et al., 2009; Assis, 2011). No obstante, aln persisten barreras biolégicas que
inciden sobre los procesos de clonacién, la mas seria se relaciona con la maduracién de
los tejidos vegetales en arboles adultos y su propagacién vegetativa, la cual es muy dificil
para algunas especies y practicamente imposible en otras (Rodriguez et al., 2005). Este
constituye un gran problema para los programas de mejoramiento, ya que a la edad en
gue los arboles son seleccionados, en base a las caracteristicas que se pretenden mejorar
0 perpetuar, estos ya han perdido su capacidad de enraizamiento (Gutiérrez, 1995). En
consecuencia, es muy importante prestar especial atencion a las distintas alternativas
gue se han desarrollado para superar este problema, ya que de su eficacia dependera la
obtencion de los beneficios esperados de la propagacion vegetativa.

Otra limitante que restringe la aplicacion operacional de la propagacion clonal, es
el mayor costo de las plantas clonadas en relacion a las producidas mediante semillas, por
efecto de lamayor manipulacion e infraestructurarequerida por las técnicas de propagacion
vegetativa hasta hoy desarrolladas. Dependiendo del grado de complejidad, éstas se
agrupan en dos categorias, la primera comprende los métodos convencionales también
llamados de macropropagacion y la segunda comprende a tecnologias biotecnolégicas de
organogénesis y embriogénesis somatica, a las cuales se les denomina genéricamente
como micropropagacion. El gran interés que concitan las ventajas productivas asociadas
a la clonacién ha conducido a un continuo perfeccionamiento de las diversas técnicas de
propagacion vegetativa, haciéndolas cada dia mas eficaces y competitivas, de manera de
hacer factible su adopcion y aplicacién comercial, por parte del sector productivo.

JUVENILIDAD, ENVEJECIMIENTO Y PROPAGACION VEGETATIVA

Los arboles, durante su etapa juvenil exhiben una gran facilidad de propagacion
y manipulacion, por las técnicas de clonacién hasta ahora conocidas. Sin embargo, esta
aptitud se pierde progresivamente a medida que se produce el crecimiento del arbol y
la consecuente maduracién de sus tejidos vegetales. Este fendmeno se produce en la
mayoria de las especies forestales, a excepcion de especies como alamos y sauces,
en cuya evolucion han desarrollado estructuras especiales que les permiten un facil
arraigamiento de segmentos de ramas o tallos.

La eficacia de los esquemas de propagacion clonal, se encuentra estrechamente
ligada a la calidad de los arboles que se estan utilizando, sin embargo esta calidad
puede ser evaluada inequivocamente sélo cuando el arbol ha crecido y demostrado su
superioridad en condiciones de campo. Entonces, ante esta situacién surge el desafio de
propagar vegetativamente a genotipos, cuyos tejidos maduros han perdido su capacidad
de enraizamiento.
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El cambio de fase del estado juvenil al adulto y el envejecimiento en especies
forestales ha sido objeto de estudio desde hace muchos afios, sin embargo el conocimiento
de los mecanismos implicados es aun muy limitado (Rodriguez et al., 2005).

Varias hipoétesis han sido propuestas para explicar las diferencias que se producen
entre las distintas fases del desarrollo de los arboles, segun Hartmann et al. (1990) éstas
se basarian en aspectos relacionados con el crecimiento celular del arbol, el control
hormonal y la aislacion celular. La primera se refiere a la forma en que las plantas crecen;
a diferencia de los animales cuyas células se renuevan continuamente, en los vegetales
las células formadas por las divisiones mitéticas de los meristemas, se van acumulando
sobre las anteriores, formando y expandiendo de esta manera la arquitectura del arbol.
Entonces, los tejidos localizados en la periferia del arbol, han experimentado un mayor
numero de divisiones celulares y por lo tanto son fisiol6gicamente mas maduros y serian
epigenéticamente diferentes. Esto explica la paradoja en la cual los tejidos ubicados
proximos a la base del arbol, que cronol6gicamente son los tejidos de mayor edad,
en realidad son los mas juveniles en términos de edad fisiologica; por el contrario los
tejidos cercanos a los extremos apicales de las ramas, que cronolégicamente son los
de menor edad, fisiologicamente son los mas maduros (Bonga, 1982). Esta propiedad,
ha sido ampliamente utilizada para iniciar programas de propagacion clonal a través del
enraizamiento de estacas obtenidas de rebrotes de tocon, particularmente en Eucalyptus,
o bien para mantener la juvenilidad por medio de podas frecuentes de setos o plantas
madres donadoras de propagulos, en programas de estaquillado (Chaperon, 1983).

Por otro lado, es ampliamente aceptado que las hormonas vegetales cumplen un
rol fundamental en los procesos de maduracion y su reversion. Se ha observado que la
injertacion de material adulto sobre plantas juveniles generalmente induce un aumento del
vigor vegetativo de la pua (seccion superior del injerto), el cual puede ser incrementado
gradualmente con la realizacion de injertos sucesivos sobre el material inmediatamente
anterior (Greenwood, 1987). Este efecto se produciria por la translocacién de sustancias
hormonales desde las hojas juveniles del portainjerto o patrén hacia la pua, ademas de
cierta influencia por parte de las raices, que contribuirian a retener las caracteristicas de
la fase juvenil de los arboles (Hartmann et al., 1990). Se ha determinado también que
reguladores del crecimiento, como el acido abscisico, giberelinas y citoquininas, pueden
ser utilizados para manipular procesos de revigorizacion y rejuvenecimiento. Se considera
a la citoquinina benciladenina (BA), como una de las moléculas antienvejecimiento mas
importantes, la cual puede ser aplicada tanto en procedimientos de aplicacién externacomo
en cultivos in vitro para promover revigorizacion; en éstos Ultimos induce desarrollo de
yemas axilares y, dependiendo de su concentracion en los medios de cultivo, puede inducir
la formacién de yemas adventicias que a menudo demuestran “rejuvenecimiento total”
(Rodriguez et al., 2005). Por esta razon, se identifica a las técnicas de micropropagacion,
particularmente la organogénesis somatica, como una de las vias mas eficaces para la
reversion y mantencion de la juvenilidad fisiolégica en arboles adultos (McComb y Bennet,
1986; Franclet et al., 1987).

Un tercer enfoque, sugiere que las células de los meristemas apicales se
encuentran influenciados por las células diferenciadas que se encuentran inmediatamente
a su alrededor, entonces cuando la célula es desconectada y aislada de éstas Ultimas,
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es posible inducir su reversion a un estado juvenil (Hartmann et al., 1990; Gahan, 2007).
Se ha demostrado que es posible obtener embriones somaticos a partir de una célula
gue ha sido regenerada a partir del cultivo in vitro de callos, suspensiones celulares o
protoplastos y de células aisladas mecanicamente (Gahan y George, 2008). El cultivo
de meristemas (miniaturizacién) de arboles adultos, de igual forma elude el efecto de la
madurez de los tejidos, y puede regenerar plantas que presentan caracteristicas juveniles
(Meynier, 1985; Monteuuis, 1991; Beck et al., 2000). Alun cuando ambos procedimientos
han sido identificados como altamente eficaces para inducir rejuvenecimiento, en el caso
de la embriogénesis somatica e induccién de brotes adventicios, particularmente en
arboles adultos de especies lefiosas, no se conocen con profundidad los mecanismos
de control de los procesos involucrados y, por tanto, su aplicacion con fines practicos es
aun muy limitada. Por otro lado, la dificultad que presenta la manipulacién de meristemos
de arboles adultos, es un serio inconveniente para su aplicacién en forma extensiva
(Rodriguez et al., 2005).

El mismo autor sefala, que los estados de madurez y rejuvenecimiento no han
podido ser caracterizados y se conoce muy poco de las bases moleculares de estos
procesos; tampoco ha sido posible establecer marcadores generales que identifiquen fases
juveniles y adultas. No obstante, la falla en lograr adecuados procesos de revigorizaciéon
o rejuvenecimiento conlleva la ocurrencia de los fenédmenos de topdfisis y cicléfisis, que
implican el crecimiento del individuo segln la posicién que ocupaba en la planta madre
(forma de rama) o de la de edad esta al tomar el propagulo; ademas de crecimiento
plagiotrépico (crecimiento horizontal), (Kleinschmit, 1977; Roulund y Olesen, 1992).

Un aspecto fundamental a tener en cuenta, para asegurar el éxito de un programa
de propagacion clonal, es disponer de alternativas para hacer frente al problema de la
pérdida de la capacidad de enraizamiento de los genotipos de interés, mientras se evalla
su valor productivo en ensayos de campo (Paques et al., 2002). De otra manera, el
programa debera contemplar sélo a individuos juveniles, aceptando los riesgos asociados
a la seleccién temprana, la cual si bien puede ser apropiada para aquellas caracteristicas
gue no manifiestan gran variacién en su expresion durante el desarrollo del arbol, resulta
totalmente ineficiente para aquellas que exhiben cambios importantes. Entre estas ultimas
se encuentran caracteristicas fundamentales, como la tasa de crecimiento, propiedades
mecanicas de la madera y algunas variables morfologicas, las cuales se expresan en
distinta forma cuando el individuo pasa de la etapa juvenil a la fase adulta (Gutiérrez,
1995).

Actualmente, existen variadas alternativas que ayudan a resolver el problema de
la maduracion de los tejidos, la eleccion de una u otra dependera de la especie, nivel
de riesgo a tomar y capital de inversién. Estas basicamente, contemplan el manejo de
setos en bancos clonales o sistemas hidréponicos, técnicas de rejuvenecimiento de
arboles adultos y utilizacion de preservacion de germoplasma en condiciones in vitro.
Las técnicas de rejuvenecimiento, mas utilizadas en los programas de propagacion
clonal, corresponden al enraizamiento de rebrotes de tocén y organogénesis somatica.
En el primer caso, surge el inconveniente que no todas las especies manifiestan esta
caracteristica, ademas no siempre es posible inducir la retofiacién de los tocones, como
tampoco volver a obtener las tasas de enraizamiento originales del estado juvenil; lo
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cual puede conducir a la pérdida de genotipos valiosos del programa. La organogénesis
somatica, es una las mejores técnicas para lograr este objetivo, su principal inconveniente
es el extenso periodo de tiempo requerido, ya que es necesario al menos un afio de
subcultivos sucesivos, para que se produzca rejuvenecimiento en tejidos maduros.
Adicionalmente, factores relacionados con la contaminacién endégena y caracteristicas
fisiolégicas inherentes al clon, limitan la eficacia de esta técnica (Le Roux y Van Staden,
1991). Ante esta situacion, y para evitar las dificultades sefialadas, la situacion ideal es
utilizar técnicas que efectivamente, preserven la juvenilidad de los clones de interés.

El manejo de setos, ya sea en bancos clonales o en sistemas de hidroponia bajo
condiciones de invernadero, si bien constituye hoy en dia un componente esencial de
muchas de las estrategias de mejoramiento genético y propagacién comercial , resulta
ser de alto costo debido a la intensa manipulacion a la que se debe someter el material
vegetal. Ademas, la técnica no se encuentra exenta de riesgos, ya que factores como
el ataque de agentes patdgenos o el cambio repentino de las condiciones ambientales,
pueden provocar pérdidas catastréficas (Watt et al., 2000). Adicionalmente, los setos
también sufren de procesos de envejecimiento, los cuales son controlados a través de
una adecuada reposicion de las plantas.

Al respecto, diversos autores sefialan que las técnicas de conservacion in vitro,
particularmente la crio preservacién resultan ser muy apropiadas para minimizar tales
riesgos y que deben ser consideradas en este tipo de programas (Engelmann, 1997,
Watt et al., 1997, 2000; Rao, 2004). La mantencién de germoplasma in vitro involucra
su almacenamiento bajo condiciones de minimo crecimiento, asegurando su viabilidad y
estabilidad genética.

Bésicamente, existen dos métodos de almacenamiento in vitro, mediante la
aplicacion de técnicas de crecimiento retardado o bien mediante el almacenamiento en
nitrégeno liquido (crio preservacion). La primera se refiere a procedimientos orientados
a reducir el crecimiento de los cultivos in vitro, de esta manera se aumenta el periodo
de tiempo entre sub cultivos, sin provocar efectos adversos en el material vegetal
conservado. El segundo método corresponde a la crio preservacion, la cual involucra la
mantencién del material vegetal a temperaturas sub cero (usualmente -196 °C). A esta
temperatura, la actividad metabdlica es efectivamente detenida, permitiendo teéricamente
el almacenamiento por periodos ilimitados de tiempo.

La ciencia de la crio preservacion ha progresado significativamente durante las
Ultimas tres décadas, contando hoy en dia con numerosas especies agricolas y silvestres,
gue son conservadas de esta manera (Engelmann, 1997; Benson y Bremer, 2004; y Dixit
et al.,, 2004). También, se han desarrollado numerosos protocolos para varias de las
especies forestales de interés comercial, como Pinus (Haggman et al., 1998; Marum et
al., 2005; Hargreaves y Menzies, 2007) y Populus (Lambardi et al., 2000 y Jokipii et al.,
2004).

La crio preservacién ofrece varias ventajas, es un método rapido, relativamente
sencillo, no altera la estabilidad genética del material, reduce los costos (menor
manipulacion), requiere poco espacio y evita los riesgos fitopatolégicos y fisioldégicos
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gue se presentan en los bancos de germoplasma vegetales, tanto in vivo como in vitro
(Engelmann, 2000; Rao 2004; Padayachee et al., 2009).

Paques et al., (2002) sefialan que esta técnica, es particularmente adecuada
para mantener los tejidos de especies lefiosas en un estado juvenil, de otra manera ellas
pierden rapidamente su capacidad de enraizamiento con la edad. De esta manera, los
genotipos selectos de un programa de mejoramiento pueden ser almacenados en su
estado juvenil en nitrégeno liquido, tanto tiempo como sea necesario, para evaluar su
valor productivo en ensayos de campo.

Generalmente, la crio preservacion de tejidos vegetales es mas facil en cultivos de
células no organizadas y mas dificil en estructuras altamente organizadas (Wang et al.,
1993). Watt et al. (2000) indican que mientras no se desarrollen protocolos efectivos de
embriogénesis somatica, los cultivos derivados de organogénesis seran necesariamente
los mas apropiados para la crio preservacion.

En general, especies de climas templados exhiben una mejor respuesta a la crio
preservacion que especies de climas tropicales, lo cual se explicaria por mecanismos
fisiolégicos de adaptacién al frio desarrollados por las primeras (Reed et al., 2000). En
esta misma categoria, existen diferencias entre especies e incluso entre genotipos de
la misma especie; esta variacion en la habilidad de sobrevivir a la congelacion implica
gue no hay un método universal para la crio preservacion. Por esta razén, es necesario
desarrollar y optimizar varios métodos de preparacién del material vegetal, basados en su
tolerancia natural a la desecacion y congelamiento (Padayachee et al. 2009).

Actualmente, existen varios métodos bien establecidos que pueden ser aplicados
en la preparacion del material a crio preservar, los cuales se basan en el principio que el
contenido de agua debe ser reducido a niveles tales, que la formacién de cristales de hielo
seaminimizada (Engelmann, 2000). Entre ellos, se puede distinguirlos métodos llamados de
“encapsulacion-deshidratacién”, “vitrificacién”, “vitrificacién-encapsulacion”,”congelacién
rapida”, “congelacion lenta” y un sinnimero de variantes y diversas combinaciones de
ellos.

En base alo anteriormente analizado, es claro que la crio preservacion se configura
como una de las mejores técnicas para asegurar, la mantencion del estado de juvenilidad
de los genotipos de interés, mientras se evalla su desempefio en los ensayos de campo,
por lo tanto es una técnica que debiera contemplarse en programas de propagacion
clonal, de envergadura comercial.

AVANCES EN MACROPROPAGACION

La regeneracion de plantas a partir de bulbos, rizomas, acodos, tubérculos,
estolones, esquejes o estaquillas e injertos, entre las mas comunes, se les conoce
como técnicas convencionales de propagacion vegetativa. En el caso de las especies
forestales, el enraizamiento de estacas es la técnica mas utilizada a nivel mundial, para
la produccion masiva de plantas clonadas. Las caracteristicas biolégicas propias de las
plantas lefiosas, la gran cantidad de descendientes que se puede obtener de un arbol
individual, la facilidad de manipulacion y el menor costo en relacion a los sistemas de
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micropropagacion, explican la amplia preferencia por esta técnica (Gutiérrez et al., 1994;
Gutiérrez, 1998).

A excepcién de alamos y sauces, en las demas especies el estaquillado funciona
s6lo en plantas juveniles o material que exhiba un alto grado de rejuvenecimiento
(revigorizacién). La técnica es muy simple y consiste basicamente en cortar segmentos
de tallos y colocarlos a enraizar en un sustrato que provea condiciones adecuadas de
humedad y aireacion; dependiendo de la especie se requiere de la aplicacion exdégena
de auxina en la base de la estaca, comtnmente IBA (Acido Indolbutirico) y completar el
proceso de rizogénesis en condiciones de invernadero, donde las variables ambientales,
como temperatura, humedad relativa e inclusive el fotoperiodo puedan ser controladas.
En algunos casos se utilizan camas calientes, ya que el gradiente de temperatura que
se produce en la estaquilla, favorece el enraizamiento, especialmente en los meses de
invierno. Un adecuado manejo fitosanitario, es esencial, ya que los cortes efectuados
en las estacas y las condiciones ambientales durante el enraizamiento, favorecen el
desarrollo de patégenos.

En los programas de propagacion a gran escala, es necesario disponer de un
area de cultivo de plantas productoras de propagulos, ya sea en condiciones de campo
o invernadero, de un tamafo tal que satisfaga los requerimientos de las operaciones
de estaquillado. A estas plantas se les denomina cominmente setos o plantas madres;
durante el tltimo tiempo y especialmente en Eucalyptus, se a puesto especial atencion a
su manejo, sobre todo el mantener un fuerte control sobre las condiciones de crecimiento;
ya que de ello depende el disponer de estacas cuyo estado nutricional y condiciones
fisiolégicas, sean Optimas para enfrentar los delicados procesos de enraizamiento (Assis
et al., 2004).

A pesar del enorme esfuerzo dedicado para entender y manipular los mecanismos
involucrados en el enraizamiento, alin se conoce muy poco acerca de como se producen
exactamente los procesos internos, que conducen a la formacién de un nuevo sistema
radicular. Se reconoce que la rizogénesis adventicia en estacas de tallo es un proceso
Unico y complejo, que involucra respuestas al estrés asociado a las heridas provocadas
por los cortes, cambios en las relaciones hidricas de la planta y pérdida de la influencia
sobre los procesos bioquimicos del sistema radicular original (Haissig, 1986). El
enraizamiento, probablemente se encuentra regulado por la interaccion de multiples
factores, relacionados con las hormonas vegetales, carbohidratos, compuestos fenélicos,
estado de la planta madre (condiciones nutricionales, agua y luz) y caracteristicas
genéticas del clon. En esta area del conocimiento, se han registrado avances significativos
en el campo de la fisiologia y el estudio de mutantes, mas recientemente el desarrollo de
la genodmica funcional ha permitido detectar ciertos genes involucrados en los procesos
de enraizamiento y sintesis de las auxinas (Assis et al., 2004). Estos avances, abren
nuevas y prometedoras posibilidades de aplicacion para mejorar los procesos y superar
las limitaciones, que imponen los actuales sistemas de enraizamiento, de numerosas
especies forestales de interés econémico.

En el pais, actualmente existen programas de propagacion y silvicultura clonal en
pino radiata, eucaliptos y alamos, ademas se han registrado progresos significativos en la
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desarrollo de estas tecnologias para Eucalyptus camaldulensis, Acacia spp. y Nothofagus
alpina, las cuales cuentan con programas de mejoramiento genético en un distinto grado
de desarrollo, dependiendo de la especie.

Las estrategias de propagacion de Pinus radiata, debido a que es una especie
gue no rebrota por tocén y el rejuvenecimiento de tejidos maduros es muy dificil si no
imposible, se han basado en la preservacién del estado juvenil ya sea mediante setos o
aplicaciones biotecnol6gicas, durante el tiempo necesario para evaluar la calidad de los
genotipos (Hargreaves y Menzies, 2007). Una vez establecido este parametro, se procede
a propagar masivamente los genotipos mediante enraizamiento de estacas, también
denominadas cuttings. En esta especie particularmente, el estaquillado ha resultado ser
una técnica simple y muy eficiente que obtiene elevadas tasas de enraizamiento (Sanchez
et al., 2008). La produccion de cuttings puede ser efectuada tanto en contenedores como
a raiz desnuda, sin necesidad de contar con una sofisticada infraestructura. Actualmente,
las grandes empresas forestales, cuentan con avanzados programas de mejoramiento
en esta especie, que abastecen de material mejorado a las unidades de produccién de
plantas, las cuales en una muy alta proporcion se producen en base a cuttings. Esta
tecnologia, en forma incipiente pero progresiva, ha sido adoptada por viveros forestales,
gue abastecen de plantas a pequefios y medianos propietarios?.

En la especie Eucalyptus globulus, si bien es posible rejuvenecer tejidos adultos
mediante el enraizamiento de rebrotes de tocén u organogénesis somatica, su principal
limitante se relaciona con la baja proporcion de clones que exhiben porcentajes de
enraizamiento compatibles con programas de propagacién operacional, cuyo limite
inferior se sitla alrededor del 40-70 % de enraizamiento, dependiendo de la calidad
genética del genotipo. En general, el estaquillado de las especies de Eucalyptus, requiere
de un mayor nivel de infraestructura y desarrollo tecnolégico para producir cuttings en
una relacion costos\beneficio competitiva. Una innovaciéon que mejoré sustancialmente la
propagacion de Eucalyptus, fue el uso de miniestacas obtenidas de plantas madres, que
son intensivamente manejadas en sistemas de hidroponia o camas de arena y mantenidas
en invernaderos bajo un fuerte control de las variables de crecimiento y produccién de
brotes.

En el pais los programas de mejoramiento genético para Eucalyptus globulus y
E. nitens, se encuentran radicados en las grandes empresas forestales y en el Instituto
Forestal, la utilizacién de propagacion vegetativa en la produccién de plantas de E.
globulus es importante pero no ha llegado a competir con el uso de semillas, en parte
por las ventajas que ofrece la semilla obtenida de cruzamientos controlados (silvicultura
familiar) (Li et al., 2007) y porque es necesario mejorar y depurar ain mas las técnicas
de propagacion de tal manera que sea factible multiplicar los clones mas productivos. La
técnica de enraizamiento de estacas no ha sido utilizada extensivamente para E. nitens,
debido a la escasa proporcién de individuos, que presentan una buena aptitud para el
enraizamiento en esta especie (Gutiérrez et al., 2004).

El cultivo de alamos, si bien no es extensivo en el pais debido a los exigentes

1 Leopoldo Quezada, Gerente vivero forestal Proplantas Ltda.
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requerimientos de sitio de esta especie, resulta ser muy interesante por los altos
rendimientos volumétricos, edad de rotacién y excelente aptitud para integrar sistemas
agroforestales. El alamo, manejado bajo esquemas de silvicultura clonal, registra
rendimientos volumétricos cercanos a los 300 m%/ha, a los 14 afios de edad. La Compafiia
Agricola y Forestal el Alamo, mantiene una base genética de aproximadamente 50 clones,
utilizando ocho de ellos a nivel operacional, uno para cada tipo de producto que se fabrica,
en sus instalaciones?.

Eucalyptus camaldulensis, es una especie que se adapta bien a climas aridos y
semiaridos del norte de Chile, por esta razén el Instituto Forestal mantiene un programa
de mejoramiento genético y ha desarrollado estrategias de propagacion clonal, con el
objetivo de masificar a los mejores genotipos del programa (Gutiérrez, 2005). En general,
esta especie es relativamente facil de reproducir por estacas, por esta razén resulta muy
atractiva para los programas de hibridacién, dada la posibilidad de traspasar esta cualidad
a otras especies o clones de dificil enraizamiento. Actualmente, se evallan ensayos
clonales con el objetivo determinar el desempefio de los arboles plus, en diferentes
condiciones de sitios (Molina et al., 2010).

En el caso de acacias, el Instituto Forestal se encuentra desarrollando un
programa para promover su utilizacion en el pais. En este contexto se han seleccionado
arboles superiores y se han probado técnicas de propagacion vegetativa para su
propagacion, utilizando inicialmente material rejuvenecido de rebrotes de tocon o bien
plantas micropropagadas. La especie Acacia melanoxylon, mostré los mejores resultados
de enraizamiento empleando estacas obtenidas de plantas madres y aunque en menor
magnitud las especies A. mearnssi y A. dealbata también demostraron aptitud para su
propagacion clonal (Pinilla at al., 2010).

En el marco del escalamiento del programa de mejoramiento genético de la
especie nativa rauli (Nothofagus alpina Poepp. et Endl.), se evalué el enraizamiento
de estacas confeccionadas a partir de material rejuvenecido por micropropagacion
(Ortiz y Gutiérrez, 2005). Se observd, que la respuesta rizogénica no es influenciada
significativamente por la dosis de IBA aplicada, como tampoco un efecto clonal importante.
En estacas apicales no lignificadas, se lograron los mejores resultados de enraizamiento
(70-90 %). Las caracteristicas de las estacas, que deben ser de tejido blando, limita la
aplicacion de esta técnica debido a que los tallos de las plantas madres de esta especie
suelen lignificarse muy rapidamente.

AVANCES EN MICROPROPAGACION

Micropropagacioén es un término usado para referirse a la propagacion vegetativa
realizada en condiciones in vitro, usando técnicas de organogénesis y/o embriogénesis
somaética.

La organogénesis somatica, implica la diferenciacion monopolar de un 6rgano

2 Comunicacién personal, Fernando Stevens, Gerente Administrador Complejo Copihue, Compafiia Agricola y
Forestal el Alamo.
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para dar origen a una planta bajo condiciones estériles de laboratorio. Usualmente,
la diferenciacién monopolar ocurre al colocar un explante (segmento nodal o apical y
meristemas) en un medio nutritivo enriquecido con sustancias hormonales (citoquininas/
auxinas). Los cultivos son mantenidos durante todo el proceso de multiplicacién en
ambientes controlados con iluminacion artificial, fotoperiodo y temperatura. Cuando
los brotes alcanzan un tamafio adecuado, se colocan en un medio con auxinas para
inducir enraizamiento y posteriormente se realiza la aclimatacion de las vitroplantas, a
condiciones ex vitro. El proceso es influenciado por el genotipo, estado fisiologico del
explante, edad y condiciones in vitro de luz, temperatura y constituciéon del medio nutritivo,
en especial de las concentraciones hormonales (Ahuja, 1983).

La organogénesis somatica es una alternativa muy Util cuando no se obtienen
buenos resultados mediante enraizamiento de estacas, se requiere aumentar la tasa de
multiplicacion, y en el caso de arboles adultos para revertir y mantener su juvenilidad
fisiolégica (McComb y Bennet, 1986). También, es adecuada para la conservacién en un
estado juvenil de genotipos forestales, mediante la utilizacion de técnicas de crecimiento
retardado.

Uno de los aspectos mas dificiles de abordar, en la organogénesis de arboles
adultos, es la introduccién de material aséptico, a condiciones in vitro. En general, la
desinfeccion de brotes colectados directamente en terreno es dificil, debido a la gran
cantidad de contaminacion tanto exégena como endédgena presente en este material (De
Fossard et al., 1977). Segun, Le Roux y Van Staden (1991) es virtualmente imposible
esterilizar este material sin dafiar severamente el tejido de los explantes iniciales. La
edad del material es un factor importante que condiciona el establecimiento de cultivos
asépticos (Grewal et al., 1980), idealmente éste debiera tener muchas de las cualidades
encontradas en brotes juveniles, por esta razén es comin emplear técnicas de pre-
tratamiento del material adulto, con el fin de obtener explantes iniciales adecuados para
el cultivo in vitro. Se han establecido cultivos asépticos de arboles adultos, a partir de
rebrotes de tocon (Furze y Cresswell, 1985), brotes de injertos (Franclet y Boulay, 1982;
Durand-Cresswell et al., 1982; Goncalves, 1980), brotes epicérmicos (Oller et al. 2004,
Ikemori, 1987), brotes de estacas enraizadas y brotes de ramas pretratadas, en especies
caducifolias (Sabja et al., 2005; Ortiz et al., 2006a).

La embriogénesis somatica, consiste en la formacion de un embrién somatico, a
partir de una o varias células, a diferencia de la organogénesis, origina embriones bipolares,
es decir genera en forma simultanea la parte aérea y radicular de una plantula, a través de
una serie de etapas similares a la formaciéon de embriones zigéticos (Thorpe et al., 1991).
Potencialmente las ventajas de esta técnica son sus altos coeficientes de multiplicacion,
la posibilidad de automatizacién del proceso en bioreactores y la generacion de semilla
artificial mediante la encapsulacion de los embriones. Un aspecto particularmente
interesante, es la gran aptitud de los embriones para su almacenamiento en nitrégeno
liqguido (Wang et al., 1993). En base a estas potencialidades, se ha identificado a la
embriogénesis somatica como una de las técnicas que presenta las mejores opciones para
reducir el costo de produccion de las planta regeneradas vegetativamente. Sin embargo,
especialmente en arboles adultos, alin no se domina suficientemente los mecanismos que
regulan estos procesos, lo cual incide en la baja eficiencia de los protocolos desarrollados,
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consecuentemente su utilizacion con fines productivos es ain muy limitada y se requiere
de mucha mas investigacion para hacer realidad las ventajas que esta técnica ofrece
(Yeung et al., 1996).

En el campo de la ingeniera genética la micropropagacion, particularmente
la embriogénesis somatica, constituye la plataforma de propagacion de las plantas
transformadas; esto significa que el desarrollo de arboles modificados genéticamente
depende de la disponibilidad de sistemas eficientes y reproducibles de micropropagacién
(Campbell et al., 2003).

En el pais, se han desarrollado protocolos de micropropagacion para muchas de
las especies forestales de interés econémico, sin embargo su utilizacion comercial se
ve impedida por el alto costo de produccion de las plantas. Una alternativa que se ha
planteado es la utilizacion de bioreactores, como el sistema denominado RITA (Recipientes
de Inmersion Temporal Automaticos), el cual ha permitido aumentar considerablemente
las tasas de multiplicacion y reducir los costos de produccién en varias especies (Aitken-
Christie et al., 1995), aunque en el pais no se han reportado aplicaciones de caracter
comercial, en especies forestales.

Actualmente, la microprogacion en el area forestal del pais, es utilizada
principalmente para conservar genotipos en estado juvenil, producir plantas madres
para los programas de estaquillado y dependiendo de la especie, rejuvenecer tejidos de
arboles adultos selectos.

En pino radiata, se utiliza la embriogénesis somatica de tejidos inmaduros para
crio preservar lineas embriogénicas; una vez probada la superioridad de los genotipos,
estos se reproducen mediante micropropapagacion, para generar vitroplantas que seran
multiplicadas masivamente en los programas de estaquillado. En el caso de Eucalyptus
globulus, la baja eficiencia de los protocolos de embriogénesis somatica y las limitaciones
impuestas por la reducida capacidad rizogénica de gran parte de los genotipos de
esta especie, determinan que la micropropagacion sea utilizada casi exclusivamente
para la produccién de plantas madres, con el proposito de abastecer los programas
de estaquillado. En esta especie, el enraizamiento de rebrotes de tocdn, es el sistema
comunmente utilizado para rejuvenecer arboles adultos, aunque también ha sido posible
regenerar plantas rejuvenecidas mediante organogénesis, empleando brotes epicérmicos
como material de inicio de los cultivos in vitro (Ortiz y Koch, 2010).

La especie nativa rauli (Nothofagus alpina Poepp. et Endl.), ha mostrado una
capacidad de regeneracion extraordinaria en la organogénesis de brotes apicales de
arboles adultos (Sabja et al., 2005 y 2008) y embriogénesis somatica de cotiledones
aislados del eje embrionario (Castellanos et al., 2005). En el cultivo in vitro mediante
organogénesis, la especie se caracteriza por presentar altas tasas de multiplicacion,
facilidad de enraizamiento y elevadas tasas de sobrevivencia al proceso de aclimatacion,
cualidades que la hacen especialmente apropiada para su propagacion mediante
bioreactores. Actualmente, se preservan 39 clones de arboles plus de alto valor genéticoy
de conservacion, en un Banco de Germoplasma in vitro que mantiene el Instituto Forestal.
Este material, se mantiene utilizando técnicas de crecimiento retardado, que ha permitido
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que, luego de 6 afios de permanecer en condiciones in vitro, los clones mantengan su
estado juvenil, sin registrar declinacién de su tasa de proliferacion ni de su potencial de
enraizamiento (Ortiz et al., 2010).

La lenga (Nothofagus pumilio (Poepp. et Endl.) Krasser), es una de las especies
nativas mas importantes del pais, cuenta hoy en dia con un programa de mejoramiento y
conservacion genética que se encuentra en desarrollo, como una medida para acelerar
la utilizacion de las ganancias genéticas asociadas a los arboles plus de lenga se
desarrollaron protocolos de micropropagacion de individuos selectos de esta especie
(Ortiz et al., 2006a).

Enla especie Acacia melanoxylon R. BR., se propagaron in vitro arboles superiores,
utilizando brotes epicérmicos como material de inicio de cultivos que, a diferencia del
empleo de rebrotes de tocon, es un método no destructivo del arbol original y, ademas,
técnicamente es menos complejo que el cultivo de meristemas. Los resultados obtenidos
en cuanto a tasas de multiplicaciéon, enraizamiento y aclimatacion de plantas hacen
viable la utilizacién del protocolo desarrollado para la produccién de plantas de alto valor
genético (Ortiz et al., 2006 b).

Arboles superiores de la especie castafio (Castanea sativa Miller), fueron
regenerados mediante organogénesis, a partir de brotes apicales pretratados, recolectados
en el mes de agosto cuando las yemas aun se encontraban cerradas. Estos clones
fueron seleccionados con fines de produccién de madera, en base a sus caracteristicas
fenotipicas de crecimiento en volumen y rectitud de fuste (Delard et al., 2007).

Eucalyptus camaldulensis mostré una alta aptitud para regenerar plantulas por
medio de procesos de organogénesis, cualidad que permitié establecer un protocolo de
micropropagacion de arboles adultos para esta especie, la cual muestra un gran potencial
de proliferacion, buena elongacion de brotes y procesos sencillos de enraizamiento
y aclimatacion. No se observo un efecto de tipo clonal, en cuanto a la capacidad de
enraizamiento, de los distintos clones regenerados. Las vitroplantas producidas fueron
utilizadas como plantas madres para la multiplicaciéon de los genotipos mediante técnicas
de estaquillado convencional (Gutiérrez et al., 2005). Los clones micropropagados se
mantienen bajo un sistema de crecimiento retardado in vitro, para mantener su juvenilidad
en el mediano plazo.

CONCLUSIONES

La maduracion de los tejidos de arboles adultos, constituye una seria limitante para
alcanzar los beneficios que promete la propagacion vegetativa, utilizada como elemento
de transferencia de las ganancias genéticas de los programas de mejoramiento forestal.

No obstante y haciendo usos de las caracteristicas biol6gicas y de regeneracion
propias de las plantas, en conjunto con técnicas de micropropagacion, particularmente
la organogénesis somatica, es factible técnicamente superar esta limitacién, aunque la
mejor opcion sigue siendo la preservacion del estado juvenil de los genotipos, idealmente
mediante crio preservacion.
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La combinaciéon de las técnicas de macro y micropropagacion ha permitidos
desarrollar eficientes sistemas de propagacién vegetativa, a un costo que ha hecho
factible su utilizacion comercial, en varias de las especies forestales de interés econémico
del pais, no obstante se prevén significativos desarrollos tecnologicos, especialmente
en micropropagacioén, que con seguridad incrementaran su competitividad y aplicacién
extensiva, en los sistemas de produccion de plantas forestales del futuro.
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