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RESUMEN

Acacia melanoxylon R. Br. es una especie forestal cuya madera exhibe interesantes
caracteristicas para su utilizacion industrial. Sumado a lo anterior, presenta también adecuadas
tasas de crecimiento, que la posicionan como una alternativa de cultivo de gran valor para
diversificar la produccion forestal nacional.

La situacién anterior ha motivado que se la considere como objeto de investigaciones
tendientes a maximizar su potencial productivo. Entre tales investigaciones, en el marco del
proyecto FDI-CORFO—"Masificacion y Desarrollo de Opciones Productivas en Base a
Especies de Acacia Probadas en Chile", se desarrollo procedimientos para posibilitar su
reproduccién vegetativa mediante técnicas de cultivo in vitro.

En el documento se describe el procedimiento desarrollado para clonar arboles plus
adultos de Acacia melanoxylon, el cual permitié establecer cultivos in vitro en el 50% de los
genotipos utilizados. Se discute los resultados obtenidos en las fases de induccién,
multiplicacion y enraizamiento de material vegetal adulto, concluyéndose que las técnicas
de micropropagacion constituyen una valiosa herramienta para multiplicar y masificar arboles
selectos de esta especie.
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MICROPROPAGATION IN SUPERIOR
Acacia melanoxylon R.BR. TREES

SUMMARY

Acacia melanoxylon R.Br. is a forest species whose wood exhibits interesting
characteristics to industrial use. It also presents suitable growth rates that position it as an
alternative forest culture of great value to diversify the national forest production.

The previous statement has motivated that acacia is considered an interesting species
for research to maximize its productive potential. Among such studies, within the framework
of project FDI-CORFO «Massive Propagation and Development of Productive Options on
the basis of Proven Species of Acacia in Chile», procedures were developed to make possible
their vegetative propagation through in vitro techniques.

In this document, is described the developed procedure to micropropagate adult trees
of Acacia melanoxylon, which allowed to establish in vitro cultures in 50% of the tested
genotypes. The results obtained in the induction, multiplication and rooting phases of adult
vegetal material are discussed, concluding that the micropropagation techniques are a valuable
tool to multiply and to propagate selected trees of this species.

Keywords: Acacia melanoxylon, vegetative propagation, in vitro-culture.
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INTRODUCCION

En Chile, se ha introducido diversas especies de acacias, las que se han destacado
por mostrar una gran adaptabilidad a diferentes condiciones de sitio, exhibiendo altas tasas
de crecimiento y variados usos para su madera.

Acacia melanoxylon R. Br., particularmente, presenta una madera de muy buena
calidad, apropiada para ser usada en la elaboracion de productos de alto valor, lo que sumado
a sus adecuadas tasas de crecimiento, la posicionan como una alternativa de gran interés
econdmico en la industria forestal nacional (Pinilla et al., 2005).

En atencién a estas caracteristicas, A.melanoxylon fue una de las especies
consideradas en el proyecto FDI-CORFO “Masificacion y Desarrollo de Opciones Productivas
en Base a Especies de Acacia Probadas en Chile”, donde se ha desarrollado diversas
investigaciones tendientes a maximizar su potencial productivo. Una linea de investigacion
relevante, es la identificacidn y seleccion de arboles superiores en plantaciones locales y el
desarrollo de procedimientos para posibilitar su reproduccién vegetativa, mediante técnicas
de cultivo in vitro.

La obtencién de multiples réplicas vegetativas de individuos selectos, permitira disponer
de material apropiado para establecer plantaciones que puedan ser manejadas bajo esquemas
de silvicultura clonal, aprovechando de esta manera las ventajas productivas que se asocian
al uso de la propagacioén vegetativa y silvicultura clonal de especies forestales.

La técnica de cultivo in vitro, seleccionada fue la micropropagacion por via
organogeénica, que conlleva la produccién de plantas a través de la formacién de brotes que
deben ser enraizados en un proceso de varias etapas (Bhojwani y Razdan, 1983; Chalupa,
1987; Smith, 1997).

La micropropagacién como técnica, ofrece el potencial de lograr altas tasas de
multiplicacién, reversidon y mantencion de la juvenilidad y produccion de plantas con estructura
radicular uniforme (Ahuja, 1993; Franclet et al.,1987; Libby y Ahuja ,1993; Viera et al., 1992).
Desde el punto de vista del mejoramiento genético, la regeneracion de plantas desde'arboles
adultos, permite capturar y transferir todo el potencial genético del genotipo seleccionado
(Ikemori et al., 1994; Merkle y Dean, 2000; Talbert et al., 1993).

Diversos estudios de micropropagacion en acacias, coinciden en que es dificil
establecer cultivos de arboles adultos debido a la contaminacion de los explantes,
especialmente cuando estos provienen de la copa del arbol (Beck et al, 1998 y 2000; Quoirin
et al, 2001). No obstante, se ha logrado iniciar cultivos a través de material obtenido de
rebrotes de tocon (Beck et al, 1998) y a través de cultivo de meristemas (Beck et al, 2000).

Jones y Smith (1988), establecieron cultivos in vitro de Acacia melanoxylon, utilizando
segmentos nodales de estacas enraizadas en vivero, obtenidas de rebrotes de tocén de un
arbol adulto. Los explantes, inicialmente desarrollaron brotes axilares cuyas hojas mostraban
una morfologia de estado adulto (filodios), que al cabo de un tiempo se caian dejando un
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tallo inadecuado para enraizamiento. La adicién de reguladores de crecimiento al medio de
cultivo, especialmente de citoquininas, mejoro el crecimiento de los brotes axilares y diminuyd
la clorosis de las hojas.

Jones (1986), menciona que material juvenil de la especie crece bien en cultivos in
vifro, mostrando multiplicacion de brotes y enraizamiento espontaneo, sin requerir del uso
de reguladores de crecimiento. Las plantas micropropagadas, tampoco presentaban
problemas en la etapa de aclimatacion y posterior crecimiento en vivero.

El propdsito de esta investigacion, fue desarrollar un procedimiento de
micropropagacién que permitiera regenerar plantas de arboles adultos de Acacia melanoxylon
especificos, previamente seleccionados de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas
superiores. Los cultivos fueron establecidos a partir de brotes epicérmicos, se evalud el
efecto de diferentes medios de cultivo, en cuanto a su composicion y reguladores de
crecimiento, sobre |a calidad del cultivo y tasas de enraizamiento obtenidas, finalmente se
implemento un procedimiento de aclimatacion de plantas micropropagadas.

MATERIAL Y METODO
Material Vegetal y Establecimiento de Cultivos

En el proyecto fueron seleccionados 12 arboles superiores de Acacia melanoxylon,
en distintas localidades distribuidas entre las Regiones del Bio Bio y de Los Lagos.'Se colectd
trozos de ramas de los arboles, de entre 1 a 4 cm de didametro y 30 cm de longitud. Este
material fue lavado con detergente liquido (Quix®), colocado en frascos con perlita y agua
previamente esterilizados y llevado a una sala acondicionada para estimular la formacion de
brotes epicdérmicos. Las condiciones ambientales fueron 22° C de temperatura, humedad
relativa sobre 80% y fotoperiodo de 16 horas luz.

Los brotes epicormicos obtenidos, fueron seccionados en segmentos nodales y
apicales de 1 a 2 cm, que tuvieran al menos un punto de crecimiento. La esterilizacion fue
realizada con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 10% (v/v) por 10 minutos, seguida de cuatro
enjuagues de 10 minutos cada uno, con agua destilada estéril.

El cultivo fue realizado en el medio nutritivo MS (Murashige y Skoog, 1962),
complementado con 0,1 mg/L de tiamina, 0,1 mg/L de piridoxina, 0,5 mg/L de acido nicotinico,
100 mg/L de m-inositol, 6 g/L de agar y 3% de sacarosa. El medio fue adicionado con 1uM de
BAP y 0,01 uM de ANA.

Los explantes fueron cambiados a medio nutritivo fresco cada 21 dias, permaneciendo
durante cuatro meses en el medio de induccion.

En todos los medios utilizados, el pH fue ajustado en 5,8 + 0,05, antes de su
esterilizacion en autoclave a 121°C y 0,1MPa, durante 20 minutos. Los cultivos fueron
mantenidos en una camara de crecimiento a 22 + 2 °C con 16 horas de fotoperiodo, usando
lamparas fluorescentes (57 pmol m# s' PAR).
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Multiplicacién de Brotes

De acuerdo a observaciones preliminares, se probad cuatro tratamientos de
multiplicacion. En el primero (MS1) se utilizé el medio de cultivo de la etapa anterior, mientras
que para el segundo (MS2) se formulé un medio constituido por las sales minerales de
medio MS complementado con las vitaminas de White (1943). El tercer tratamiento
correspondio a la formulacién del medio nutritivo Lainé y David (1994). En el cuarto tratamiento,
se evalud el cultivo en forma alternada de los medios MS1 y MS2.

Los medios fueron adicionados con 20 g/Lde sacarosa, 7 g/L de agar y 1uM de BAP
mas 0,01 uM de ANA.

El ensayo, se inicid una vez que los brotes in vitro mostraron desarrollo de hojas
bipinnadas (estado juvenil).

Enraizamiento de Brotes

Después de seis meses de cultivo, se selecciono brotes de material adulto y juvenil,
elongados y vigorosos, de 2 a 3 cm que presentaran hojas bipinnadas. El material juvenil,
fue obtenido a partir de semilla germinada in vitro.

Los explantes fueron seccionados y sometido a cuatro concentraciones de AIB: O;
0,5; 1,0; y 1,5 mg/L, las que fueron adicionadas al medio de cultivo durante su preparacion.
Se utilizé como medio base, el medio MS con los macronutrientes reducidos a la mitad, los
compuestos organicos del medio MS1, 20 g/L de sacarosa y 7 g/L de agar.

Los cultivos fueron mantenidos por 7 dias en oscuridad y luego en fotoperiodo normal,
hasta el momento de su evaluacion.

Aclimatacion de Plantas

Las plantas obtenidas del ensayo de enraizamiento, fueron colocadas en cajas
estériles, que contenian un sustrato compuesto por turba y perlita en una relacion de 1:3. El
sustrato fue adicionado con el medio MS con sus macronutrientes reducidos a la mitad, en
forma liquida y sin sacarosa.

Las cajas fueron cubiertas con dos capas de film de polietileno, luego de completar
un periodo de 30 dias, estas capas fueron removidas en forma gradual hasta lograr la
adaptacion de los estomas a un ambiente normal.

Diseno Experimental y Analisis de Datos

El disefio de los ensayos fue del tipo factorial totalmente aleatorizado. En el ensayo
de multiplicacion de brotes se evaluo el efecto de los tratamientos sobre cuatro clones de
material adulto, disponiéndose de 3 a 12 repeticiones por cada uno de ellos. El ensayo fue
medido, al completar cuatro semanas de cultivo.
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En el ensayo de enraizamiento se evaluo el efecto de las distintas concentraciones
de AIB, sobre dos clones de material adulto y dos clones de material juvenil, disponiendose
de 12 a 36 réplicas por cada tratamiento. El ensayo fue evaluado a los 25 dias.

La validez estadistica de los resultados se comprobo mediante analisis de varianza,
donde se evaluo el efecto de los tratamientos, el clon y la interaccion clon por tratamiento.
Las medias entre tratamiento fueron comparadas mediante la prueba de Tukey, a un nivel de
significancia P< 0,005. Los datos de presencia y ausencia, fueron transformados
ArcoSeno(raiz(v)), antes de proceder a su analisis. La informacion fue procesada con el
software estadistico Infostat®, version 2004.

RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento de Cultivos

La emergencia de brotes epicdrmicos desde los trozos de ramas, se registro despueés
de 4-6 semanas desde que éstos fueron colocados en un ambiente de alta humedad (Figura
N°1). Los brotes desarrollaron filodios, que no son propiamente hojas sino que corresponde
al desarrollo del peciolo, morfologia asociada a un estado de madurez de la planta (Brodribb
y Hill, 1993).

Se obtuvio brotes epicérmicos en el 80% de los arboles superiores. La frecuencia de
brotacion a nivel del clon, vario entre 20 a 100%, dependiendo de la homogeneidad y calidad
de las secciones de ramas colectadas. Desde cada trozo de rama, se generaron entre 1a 10
brotes. que podian crecer hasta 12 cm de longitud; la emergencia de nuevos brotes continud
por aproximadamente cuatro semanas, luego del primer corte.

La contaminacién promedio de los cultivos fue de 16,1%. principalmente del tipo
bacteriana, indicando una buena calidad del material inicial en cuanto a sus condiciones de
asepsia; una de las ventajas tedricas del material vegetal producide bajo condiciones
controladas, es que facilita el establecimiento de cultivos libres de contaminacion (Hernandez
et al, 2003 a).

Figura N° 1
BROTES EPICORMICOS CON DESARROLLO DE FILODIOS, GENERADOS DESDE TROZOS DE
RAMAS DE ARBOLES ADULTOS DE A. melanoxylon.
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Los explantes establecidos, respondieron al medio de induccion mostrando brotacion
in vitro con formacion de filodios, coincidiendo con el estudio de Jones y Smith (1988). Al
cuarto mes de cultivo. los brotes comenzaron a formar hojas bipinnadas juveniles, como las
mostradas en la Figura N° 2. Segun Brodribb y Hill (1993), los filodios le confieren a la
especie una mayor resistencia tanto a periodos cortos como largos de estrés hidrico; mientras
que la funcion de las hojas bipinnadas seria maximizar el crecimiento durante la fase de
plantula.

Se muestra el cambio desde matenal adulto a malenal juvenil. {A) Explanie imcial con filodios, (B) el mismo explante
sub dwidido, exhibiendo hojas bipinnadas juveniles. después de completar cuatro meses de cultivo en medio de incuccion

Figura N° 2
ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS DE A. melanoxylon

Se logro establecer cultivos viables en el 50% de los clones superiores seleccionados,
la principal causa de pérdida de explantes se debio a la clorosis y posterior caida de los
filodios, situacion que concuerda con lo observado por Jones y Smith (1988). No se evalud
dosis mas altas de BAP, debido a que en observaciones preliminares se advirtio que producian
una excesiva formacion de callo en la base del explante, impidiendo el desarrollo de los
cultivos.

Segun Hernandez et al. (2003 b). tanto la formacion de brotes epicérmicos, como la
calidad del cultivo obtenido, se encuentran condicionadas por la época de colecta del material:
es probable que controlando esta variable se pudiera aumentar el nimero de clones
establecidos in vitro. No obstante ello, el genotipo es un factor determinante en la
predisposicion a la propagacion vegetativa de arboles adultos (Oller et al., 2004 ). Al considerar,
que en el presente estudio se trabajo con un numero reducido de clones (12 arboles
superiores), el resultado logrado es bastante satisfactorio.

El cultivo se considero establecido cuando los explantes desarrollaron hojas bipinnadas
(Figura N° 2b).
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Multiplicacion.

No se encontro diferencias entre clones en cuanto a las tasa de multiplicacion
observada. Todas las formulaciones el medio MS lograron buenos resultados. tanto en la
tasa de multiplicacién como en el tamano alcanzado por los brotes (Cuadro'N° 1).

Cuadro N° 1

EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO, SOBRE LA MULTIPLICACION DE BROTRES
IN VITRO DESPUES DE 4 SEMANAS DE CULTIVO

Medio de cultivo Numero promedio de brotes Largo promedio de los brotes
adventicios por explante (*) (cm)

MS1 3.10a 250a
[ mMs2 275a 265a

Lainé & David B 150 b 1.50 b
MS1 alternado con MS2 290 a 280a
*1 Brates con menos de 0.25 cm de largo no fueron contabihizados Valores sequidos de la misma letra
no son signiticativamente diferentes a P<0.05 por la prueba de Tukey

El medio Laine&David, aunque presentd un menor desempeno respecto del medio
MS, no produjo efectos adversos sobre los cultivos. En tanto, el cultivo alternado de los
medios MS1 y MS2, produjo brotes que parecian mas vigorosos y de una coloracion verde
mas intensa, en comparacion con los otros tratamientos.

Respecto de otras especies de Acacia, la tasa de multiplicacion es superior a la
obtenida en explantes juveniles de A. mearnsii (Borges et al., 2004) e inferior al de material
adulto de 10 anos de A. mangium (Nanda et al., 2004). Por otro lado, Jones y Smith (1988)
utilizando una concentracion de BAP cuatro veces superior a la empleada en este estudio,
lograron una rapida formacién de brotes in vitro, pero se producia clorosis y caida de hojas
con una pérdida importante de explantes, efecto que no se observé en los tratamientos de
este trabajo.

Es probable, que modificaciones en la concentracion de hormonas pudiera aumentar
la tasa de multiplicacion, aun cuando el procedimiento desarrollado permite multiplicar
adecuadamente el material in vitro.

Enraizamiento

No se observg diferencias en el porcentaje de enraizamiento entre clones y tampoco
entre material adulto y juvenil.

Los porcentajes de enraizamiento son bastantes altos y similares para todos los
tratamientos complementados con AIB (Cuadro N° 2). El enraizamiento observado en el
tratamiento sin hormona, es producto de enraizamiento espontaneo ocurrido en explantes
juveniles.

Los tratamientos con concentraciones mas altas de hormona presentaron mayor
numero de raices, sin embargo éstas eran mas cortas respecto del medio con menor dosis
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de AIB. Ademas, en un porcentaje importante de brotes, concentraciones altas de AIB
provocaron clorosis y caida de hojas con la consecuente pérdida de vigor de las plantas. No
obstante, una gran proporcion de estas plantas volvio a brotar y a formar hojas durante la
etapa siguiente de aclimatacion, aungue se requirié de mas tiempo para su crecimiento.

Cuadro N° 2
EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AIB, SOBRE EL ENRAIZAMIENTO IN VITRO
DE Acacia melanoxylon, DESPUES DE 25 DIAS DE CULTIVO

Concentracién AIB | Enraizamiento| Promedio de Raices | Largo Promedio Explantes con
(mg/L) (%) (N°) de Raices Clorosis en las Hojas
(mm) (%)
0 7.3b 0,11 b 567b 16.3 ¢
0.5 78,1a 3,25 ab 14,25 a 205¢
1 68.1a 3,74 ab 12,07 ab 420b
1.5 70,2a 467 a 10,43 ab 69,7 a

Valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a P<0.,05 por la prueba de Tukey.

Se observé que a mayor concentracion de AIB se formaba mayor cantidad de callo
en la base del brote, situacion no deseable debido a que se producen problemas en la

conexion vascular de las raices (Figura N° 3).

Figura N° 3
EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AIB, SOBRE EL ENRAIZAMIENTO
DE BROTES /N VITRO DE UN CLON DE MATERIAL ADULTO DE A. melanoxylon

El mejor resultado en cuanto a enraizamiento de brotes en todas las variables,
evaluadas se obtuvo con una concentracion de 0,5 mg/L de AlB, resultado que es similar al
determinado para material adulto de A. mangium (Nanda et al., 2004)
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Aclimatacion

En esta etapa se obtuvo un 90% de sobrevivencia de los plantas (Figura N° 4), al
igual que en el trabajo de Sabja et al. (2005) donde se empleo un procedimiento parecido en
N. alpina, se observo aumento en el tamano de las hojas. elongacion tanto apical como
radicular y crecimiento vigoroso y abundante de raices secundarias

A la izquierda. una explante enraizado antes de ser pueslo en achmatacion A la derecha, planlas
aclimaladas luego de 30 dias de permanencia en caja de aclimatacion, la cubierta plastica se ha removido
por completo

Figura N° 4

ACLIMATACION DE PLANTAS MICROPROPAGADAS DE A. melanoxylon.

CONCLUSIONES

El protocolo desarrollado en este trabajo permite propagar in vitro arboles adultos de
A.melanoxylon, utilizando brotes epicérmicos como material de inicio de cultivos, que tiene
la ventaja de ser un metodo no destructivo del arbol original, como sucede con el empleo de
rebrotes de tocon, siendo ademas un procedimiento mas facil de implementar que el cultivo
de meristemas. Es una metodologia que ademas, puede ser replicada para el rejuvenecimiento
y micropropagacion de arboles adultos de otras especies de Acacia, la cual hasta ahora no
habia sido reportada.

Los resultados obtenidos en cuanto a tasas de multiplicacion, enraizamiento y
aclimatacion de plantas hacen viable la utilizacién de este protocolo en la produccion de
plantas de material genético de alto valor de A. melanoxylon, para aprovechar de esta forma
las ventajas productivas asociadas a la silvicultura clonal de especies forestales.
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