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PRÓLOGO

A diferencia de la gra/l CfJlllroversia .JI rlelJule.s· ético-lIIora/e.\' que gellera /a dOl/ación de
{III¡m(Jle.f.l~potencia/mente. de SCIt",f IIIIIIU/llf}.\": la e/ol/oción de orgolJiflllos Ilegela/e.f {/ través
de rá:llictl.f de plvpagaci,;1I I't',getatillf/ eJ' /IIUJ (lctividad soda/mente {laptada. que ocurre (w

la 11(J/II,.a/e:ay quc 1m .r¡{/o practicar/a por elllOlllbl'e desde la antigüedad

.ilÍn fI.H: e.rla pniclica 110 e.'lla /ibn: de dnrf/ClOre..r. de /IIodo que {'onsidel'ociolles respecIo a
/O~f de.real' de los 1II01l0CIII,¡'¡:os c/olla/(~s. ¡'flriabilitlm(Falllp/üur!dt! la basegenética c(JlJI/mía"

creando algún gradu de C()IIIIVFn:~i{/ en/re {'specialislfls. No ob,fMllfe. las curacterü¡!cas
t/iSliJl/il'fl.r di' l".rrafOrllll1 de propagacián gellt'lv aplicaciones de indudable ~'(¡/()rel! el campo

del 1I10001'01llie1/10 gel/érico. t1.rpeCIO filie n~Hllla especialmellle Ilalioso ell e/l.'OSO de CIIIIII'oJ'
jim:'.rla!t's.

La ,,,i/ricullllra e/ollal COIIIO elelllell/O dnimdo de la plrJpagaci611 Jlegel(Jli,'o bnilda la

po.rihilidadc,ér/t1 degelwrary momiar c/llli~·os.foresralt!.I'el/lino/arma ligeramellte dlslillla
ala COI/I-'CIlc!OIIf1!, pero COIl iIllP0r/f/IJI(;'.\·,illplicol1cias pOJiliJlG.r ell SI/S tlJpeclosproduclillosy
elll(/ IlOlIIogcllelr/adde lo,rprodllcloS a o/Jlem'l: Para lograr erlo. l/O baslfI COI/ reemplazar el

flJ'O de ,I'cmil/as por el de las lécl/ictl.1' de c/ollaciólI. M'~II por el cOlllrario, exislell
c()l/sideraciolwJjjmdamt?males 11/e ,k 110 /lwerse el/ (',¡('mil ,rólo dilllli'fÍl/ Ia.r ¡:ell/{yas de la

clol/aciól/Y 110gem;,ranil/l/illglÍlI bnulici() ac/iciollal Elllre ellas, la calidadde los riu¡illlallo.\,
a dOllor." elcompmmiw ,ill'llIdible deprobar elmOlerial dOllado (!/J riglllvsos el/.rnyos {/l/In
de tl!/imdi"¡o masil '(lIflellle, SOIl 10.1' pniu"iJ{J!es.

Sólo ob.rerw/l/do e..r/riCftlllleIllC laJ' cOl1xideraclol/es (lIIleriol'J:',\' sepodrá recomel/dar o sl/gerir
e/ lI.f() n>.rjJollsable de la c/ol/aciOl/.JI onlt.wer los mayore.f /Jelll:/icios 1/1e ella ¡Jlleda brriltlfJI:

Habida Cl/elllf1 dt, /r.l o/J.I"en1aclol/ tlIlferim: elpaso s¡~f("inlfe e.r como /lsar ell la./orma Il/fÍs
((!lciellle la e/olJaciólJpara cOIlfnb"ir déclivamel1te a 1II('(jorar lajJl'odl/c/ividadde las cullillos
/ore,l'!tlles. f::s/e 110 Jir/oPI'f.'CüflIIJeIJ/e elo!y"etivojillldall/el/lalde/proyecto ''Sllvicullura e/ol/"I
en raullpara ,i,c/'(!Il/elltar la produc/illidade .rJiiosJOrestale... ellla 1..t:1I%l'egi(}l/{;~r delpa/.J ':

Tal ú¡ff'iali,'a, C{}~t:j(!{'lItad{f¡Jor el¡'Ulirlllo Foreftal (INFOH). la UIJII'l'I'J',dadAU.ftl',,1de ChIle

(lJACH) y el tel/lm de ProducciólJ.I' ErpenilJel/faciólJ Fores/ol (CEFOHj Ira ,fit/o./lnalJciar!a
por el FOl1do de Dnarro//o e /l/llovaciól/ (FDI de CORFO), .fl/rglel/do COll1O Ul/O respueS/(I (J

la lIf'c(!J"idad de divn:I'{!icar la base produclll1a del seclor /ón~rral.l'a la COIfI!elJft!//c¡a de
,;,tegrar Il/odel"l/{/s aplicacio/U!s blotecl/ológic{/j' para recuperar y I'eJ-la/lrar el potel/cial

producllvo de /11/0 de la~l'p/""/c'iJale,fespecies de /os bosqueJ'l/atll'o.r eh¡limos.

SÚ/ dllda. elÚllpor/fII/1e aage 1"ee.r//lbelll(/.f modema.f {/plic(Jáom~rbiolt!clw/r}gica.r COI/SIJiI{I't'
/11/ gnlll t?1'11Í1JJ/lo para I/(f('{;>r uso de Ji/{.\" lIelllqjas ell pos de los ol.y"eli¡/os penegaidos el/ la

plVd/(('clOll./i}f't!s/(I1 ElI e.fte ,remido, las ICCI/%gias de mirmpmpagaciólJ (i cul/illo il/ vi/lv
hrindalllaposib¡lidadf/t! lIutllliJlicar a lal'é.l.\' ellJolJelJC!ales UIJ delenmiléldo malenalgel/tilico,
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pnmitiefldo masiJicor rápidamelll(~lasgOfloncio,r a.rociada..- 1I loxprogramll.l" de lIIejora. JunIo
a e/laJ: los nplicodollt.~rde la biologitl molecular 1:'11 la cara('/e,.i:acioll di";AD,'lrde liu/illauo.f
espeqjicos, /ambiéfl COIIS/itl{J'ellun alHJ.''O elt elIIII:rmtJ .relllldo, 01permitir idellll/tl'(/r. l' ('f'r/fIicar
que tji!c/i..-r/lnellle UIJ materialgene/ic:o e.r C()It.rtitl~l·eltle de Ult don de/ernllilOdo,jaci/itando
su itien/(jicación inequla'oca.

Poro/ropor/e, .,. t!1I grafl medida como cOI/secuencia de la impor/afla'a que adquierf' eldominio
de mo/erialgel/ético de cnroc/erü/icaspmduCliJ.'O.r erpedalmeme relel'(JII/eJ: 10.1' derechos de
p,vpiedodilJleleClJJol)' las1I0rmot!ltOS que I1!gulon e.r/os den!dlOs.,· .rll.\' aplicacion(!.r cOlijOrnlall
ollv /(WJa quese relacioNa con /0 c1ollociólI~yqueJilcidirápox/erionnelt/i! eltlos ne,gociw' qU(!
(!s/(~ 1II0/(!riolpuede generm:

Reconociendo la dillersit/ar/de /ellJflr quese relaciolJall ('011 el(lllienle aprrJl!ec!Jflmielllo donal
de mo/en"fI(/iJre.r/ol.¡.Jf1r/iculannelJle de "na e.l'!'(!c/ft /(1/1 re/el'rll1fe COlIJO el mllll: pI eq1lipo dr
/robajo del proyecto FDI "Sllvicul/ura e/onal en ra"I¡!'tII'(, illt"!"t!l1f(!II/ar la p,vdnc/ilidad e
sitiosftrestales en la 1..t~1IX regione,f delpaú' "ctJIl.ridt.'f'(;perlJilelt/e elahorar elpresellle texto
poro resumir gran parle' de (t"f/O Ji!JOrmocion.

ElI es/e libro,jllll/o con los o/col/ce.r /écwico,1' de 10.1' lemá/ica... relaf'fol/od(Jj' COI/In e/ol/ociO"
de rtluIJ: se al/ali..~on /alllbién los o.rpec/o.r legale,... ,'Ia.,· {'oItJ'ideraáolleJjillldolllell/ales de la
JilJ;fcul/llra e/analJ' los {'IIs(~"os clonoles. liJlllhiéll.re ¡iull{l'en los /n."olog¡as IradiciolJaleJ'
de propagación ,·egero/i1'f1.I'.re ollali:OJllal' cmt.rlderof'flJlleJ·.I'pel"Jpec/i1'(/SfilllllTlS del l/SO de
In c/Ol/aCióll eJI r01l1/

lo dil'ersidadde /(>JIIOS)' In espec(jicidodde cada tillO de ellos han dl'/emuiJOdo qae eJ'1O obro
IJoyo podido cOl/ere/ar.re sólogracias a lo de.rJiJlere.rado.,· erper/lI colahoración plt!s/aflapor
los aa/ores de SI/S re.rpl'c/il'O.f cflfJlÍulo.r, A /OdO,fi e/lo.1' IIIle,\'11V eJpecfalrec(}Jwcflll/t.w/o parla
fledicac/lj,1 y proftsiollalirlllo cOlllpmlllelldo.r en 111 ohle11t::t'rjll de es/e lilJlv.

Bnmlio GI//iér/"e: e
."gOJ'/o de 1005
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CAPÍTULO l

PROPAGACIÓN VEGETATIVA Y SILVICULTURA
CLONAL: ANTECEDENTES GENERALES

Braulio Gutiérrez c. '

INTRODUCCiÓN

La propagación vegctaliva, también denominada propagación asexual, agámica o
c10naL se ha utilizado desde la antigüedad como una fonna de producción de planlas,
constituyendo en algunos casos la forma tradicional de multiplicar a algunas especies
arbóreas. Ella representa uno de los principales avances de la agricultura primitiva.
mediante el cual los mejores individuos de plantas alimenticias podían reproducirse
en forma simple encajando en el suelo segmentos de sus tallos y dejándolos enraizar.
Posteriormente, el desarrollo de invernaderos y otros elementos auxiliares de la
propagación han permitido la multiplicación c10nal a gran escala de una amplia gama
de plantas usadas para distintos fines productivos.

Independiente de su valor como herramienta de multiplicación, y de su uso como
fuente de material homogéneo para investigación, las verdaderas ventajas de la
propagación vegetativa se relacionan estrechamente con la calidad de los individuos
que se están multiplicando. Por 10 mismo. su uso resulta particularmente interesante
cuando se integra en el marco de un programa de mejoramiento genético. permitiendo
amplificar las ganancias genéticas al propagar masivamente el mejor material generado
c·n el programa, y posibilitando su utilización a través de esquemas de silvicultura
clona!.

Las ventajas productivas de las plantaciones clonales han sido largamente reconocidas
en el mundo. Estas, al capturar la varianza genética no aditiva pueden resullar más
eficieotes que las plantaciones de individuos obtenidos medianle semillas de familias
seleccionadas. las cuales sólo traspasan una proporción de su superioridad a sus
descendientes. específicamente aquella correspondiente a la varianza genética aditiva.
A pesar de esto. aun persisten algunos cuestionamientos respecto al uso de propagación
vegetativa y silvicultura c1onal, principalmente relacionados con la reducción de la
base genética de estas poblaciones y su eventual vulnerabilidad ante efectos
ambientales.

, In~IIIUIO Foreslal. Sede Bio Dio. E-mail: hgulierr@:infol.l::1
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Las diferentes posiciones adopladas por detraelores y promotores de la silvicultura
clonal pueden dar pie a intensos debates. y llegar a constituir posiciones
irreconciliables. Aún así, al analizarla en profundidad esta polémica no parece
especialmente relevante. Al respecto. debe considerarse que los esquemas clanales
no representan en ningún caso una opción excluyente para el uso de semillas o
propagación sexual, la cual indudablemente es la única forma de gcncm.J variabilidad
y obtener nuevas combinaciones genotípicas que resulten especialmente valiosas para
los objetivos propuestos. Por el contrario, ambas, la propagación vegetativa y sexual.
deben ser combinadas para cumplir con el objetivo común de aprovechar en la forma
más eficiente la variabilidad genética de los recursos forestales.

En la actualidad. la propagación vegetativa, aplicada a través de la maeropropagaeión
y micropropagación, es considerada un componente esencial en muchos programas
de mejora genética de empresas forestales en diversos paises y ha sido utilizada con
el propósito de optimizar la captura y el envio de las ganancias genéticas (aditivas y
no aditivas) desde los programas de mejoramiento genético a las plantaciones y, por
sobretodo. agregar valor a la madera. (Menzies. 1992. MaeRae y Colteril, 1997. eil. por
Sabja. 1998).

La tendencia reflejada en el párrafo anterior se ve fuertemente potenciada por los
modernos avances de la biotecnología. Así. las tecnologias de micropropagación o
eullivo in I'IIIV. cada vez mas difundidas. ofrecen la posibilidad de multiplicar
enormemente el número de copias de un determinado clon y facilitan la adopción de
esquemas clonales para el establecimiento de las plantaciones de producción.

En el caso particular de rauli. el programa implementado para efectuar su mejoramiento
genético contempló el tlSO de la propagación asexual como una hcrramienta para
masificar el material genctico de mayor valor productivo seleccionado en el transcurso
de dicho programa. Esta actividad fue abordada en el proyeelo "Silvicultura Clonal
en Rauli para aumenlar la Productividad de Silios Foreslales de la IX y X Regiones
del Pais". financiado por el Fondo de Desarrollo e Innovación (FDI de CORFO), con
el objetivo de implementar protocolos de micropropagaci6n para esta especie y.
posteriormente, establecer ensayos en terreno para evaluar el desempeño de los clones
baju esquemas de silvicultura clona!.

El presente libro es también un resultado de dicho proyecto. a lo largo de sus eapitulos
se describen los aspectos relevantes de la propagación clonal de raulí, siendo este
primer capitulo introductorio. cl encargado de entregar los antecedentes generales de
estas materias y establecer el marco conceptual en el que se inscriben los resultados del
proyecto.

2 ('¡\PITL'LO 1: I'ropa!,,,ci.\n Ve!'elativa y Si" icultura el",,,,l



Por último. es necesario mencionar que el programa de mejoranliento genético dc
rauli no se basa sólo en el aprovechamiento c10nal de la especie: la c10naeión es una
herramienta más del programa, el cual también utiliza la reproducción sexual a través
de semillas para constituir una amplia base genética que respalde el progreso futuro
del programa de mejoramiento. Asi, se establecieron completos ensayos de
procedencias y progenies. en los que se representa gran parte de la variabilidad genética
exhibida por esta especie a lo largo de su distribución natural en el país. Los alcances
específleos del proyecto original de mejoramiento genetieo de esta espeeie pueden
ser consultados en detalle en Ipinza el al. (2000).

PROPAGACIÓN VEGETATIVA

La propagación vegetativa es la generación de nuevos individuos a partir de células,
tejidos u órganos. sin que se manifieste el proceso feeundaeión que impliea la fusión
de los gametos o células sexuales. Esta fonna de reproduc.ción, también conocida
como c1onaeión. se basa en el concepto de totipotencialidad de las eelulas, y se presenta
en fonna natural en algunos organismos inferiores y plantas. La totipotencialidad es
la propiedad de l:ada célula vegetativa viviente de contener toda la infommción genética
necesaria para regenerar al organismo completo del cual forma parte.

Tradicionalmente. en función de las técnicas empleadas. csta forma de propagación
se c1asi Iica en dos categorias. La primera, macropropagación. consistente en la
tonnación de Jltiíccs o tallos adventicios en estacas y acodos, o en la unión de partes
vegetativas en un injerto. La segunda, corresponde a la micropropagación, técnica
que permite obtener plantas cultivando en forma aséptica porciones muy pequeñas de
cClulas o tejidos de la planta madre en reeipientes de vidrio en que se puedan controlar
las condiciones ambientales y de nutrición; esta fonna de cultivo debe realizarse en
condiciones denominadas i" J'I!rO, en instalaciones o laboratorios especiales, utilizando
técnicas asépticas de manipulación y cultivo del material.
Este capítulo no abordará mayores detalles ni aspectos específicos de las técnicas de
propagal:ión, por cuanto en este mismo libro se presentan apartados escritos por
especialistas, que describen las técnicas de macropropagación (estaquillado e
injertación) y de micropropagación (organogenesis y embríogencsis) aplicadas en raulí.

APLICACIÓN DE LA PROPAGACIÓN VEGETATIVA

La ventaja earaeteristica de esta forma de propagación la eonstituye su capacidad
para capturar y transferir a los nuevos individuos todo el potencial genético de la

CAPITULO 1: Propagaci6n Vegetativa y Silvicultura Clonal 3



planta madre (ortet), permitiendo obtener copias genéticamente idénticas al individuo
original. De esta forma, se constituye en una poderosa herrarnienta al servicio de los
programas de mejoramiento genético, debido a que posibilita transferir aquellas
caracteristicas que por su baja heredabilidad no se traspasan eficientemente a la
descendencia por vía sexual. Por esta razón, resulta particularmente interesante su
utilización para lograr ganancias genéticas en características con un alto componente
de variación genética no aditiva, como normalmente lo son el crecimiento. peso seco,
contenido de celulosa y otros caracteres de interés forestal.

En investigación, las plantas clonadas constituyen un material homogéneo muy
adecuado para ensayos y experimentos. Lo anterior permite disminuir la variación
residual en las pruebas estadísticas, consiguiéndose una mejor interpretación de los
efectos de los tratamientos en estudio.

Con la propagación asexual también se puede disponer dc copias de las plantas dc
interés en un área centralizada, como un laboratorio o invernadero, para estudios
intensivos; además posibilita la preservación de genotipos o combinaciones específicas
de genes en bancos c10nales para propósitos científicos o posibles usos posteriores en
pro!:,'Tamas operacionales.

En el área operacional o productiva propiamente tal~ con la propagación asexual es
posible el desarrollo de huertos semilleros o bancos clonales orientados a la producción
de semillas o propágulos vegetativos a !:,'Tan escala, así como el uso directo del material
vegetativo para el establecimiento de plantaciones clona les.

Las principales aplicaciones dc las técnicas de macro (Gutiérrez, 199H) y
micropropagación vegetativa (Sabja, 1998) se resumen en los puntos siguientes:

Maeropropagación vegetativa

Todos los métodos de propagación vegetativa han sido probados en árboles forestales,
aún cuando el más difundido lo constituye el enraizamiento de estacas. La amplia
preferencia manifestada a nivel mundial por este procedimiento obedece a varias
razones, entre las que se cuenta la gran cantidad de descendientes quc sc puede obtener
de un árbol individual. evitando los problemas dc incompatibilidad de los injcrtos y
costos generalmente más bajos que el de los sistemas de micropropagación (Gutiérrcz
el al., 1994: Gntiérrez, 1998).

La técnica de arraigamicnto de estacas se usa en varios países. Un ejemplo clásico lo
constituye el programa de producción de pulpa de eucalipto en Brasil. Alli se ha

4 CAPITULO 1: Propagación Vegetativa y Silvicultura C1unal



instalado extensas plant¿H;iones clonalcs, homogéneas, de muy alta productividad.
excelente poda natural. contenidos de celulosa superiores al 50% e incrementos medios
anuales superiores a los 70 mI/ha/año. características que en conjunto han sibTJlificado
un aumenlo en el rendimiento de los bosques del orden del 112% (Shimizu. 1988).

En el mundo. actualmente se producen millones de plantas de eucalipto por el sistema
de estaquillado. principalmente especies subtropicales como E. grolldis. y una
proporción menor pero creciente. de especies de zonas templadas corno E g/ohll/IIJ·.
Esta técnica de propagación vegetativa se está desarrollando muy velozmente y ha
sido adoptada por empresas como CELBI y SOPORCEL en Portugal y ENCE en
España. las que cuentan con programas operativos de clonación y establecimiento de
planlaciones clonales de E. g/Ubll/II....

Empresas españolas y portuguesas desarrollaron sus plantaciones operativas de E.
g//lbll/llj' a partir de cslacas. sobre la base de 20 a 30 clones selecciunados de entre
5.000 a 7.000 árboles plus iniciales. Constantemente han ido incorporando nuevos
clones. ya sea de nuevas selecciones de campo. o a través de los programas de
cru7.amientos controlados que provienen de sus programas de mejoramiento genético.
La propagación comercial de E g/Obll/IIS. generalmente se inicia con plantas madres
mantenidas en platabanda en el exterior o en invernadero, es una operación estacional
en la que la mayur actividad de propagación se concentra en primavera y verano
(MacRae y Coneril!. 1997. cil. por Sabja, 1998).

En PitlllS radiata. estacas obtenidas desde plantas de un año de edad fonnan raíces si
se colocan en platabandas. Para inducir la producción de estacas de tallo, las plantas
madre se podan cuando tienen 4 Illeses de edad. Con este sistema se logra una tasa de
multiplicación relativamente baja, de 3 a 5 veces por planta, en el primer ciclo. para
producir 20 o más estacas el segundo ailo. En general, las plantas madre se manejan
con podas y fertilización para mantenerlas en producción durante 4 a 5 años (Menzies
y Aimers-Halliday, 1997).

En Nueva Zelandia. usan la propagación por medio de faseiculos de P. rodláltl. Los
fasciculos son inducidos después de una poda apical en otoño. Posteriormente, durante
el invierno. se disponen en contenedores en invernadero y luego se trasladan a
platabanda u contenedores más grandes. Más de 80 eslacas de faseicolos pueden
producirse desde una planta de 8 meses de edad. siendo la eficiencia de enraizamiento
en invernadero superior al 90% (Menzies y Aimers-Halliday. 1997).

Otra técnica de macropropagacíón es la injertación. Esta puede conducir a una
propagación más rápida de los padres seleccionados. Sin embargo. generalmente es
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cara y, a menudo, de una fonna u otra, está amenazada por incompatibilidad del injerto.
incluso después de un buen comienzo. Estas caracteristicas continan el uso del injerto
a huertos semilleros y archivos de material, resultando también una fonna apropiada
pard el rejuvenecimiento o revigorización de material adulto. para compatibilizarlo
con el estaquillado.

Micropropagación vegetativa

La micropropagación es llna técnica de propagación vegetativa ¡i/vi/ro. Esta técnica
ha sido aplicada con éxito en alrededor de 1.000 especies. En especies forestales.
Thorpc el al. (1991). detallan un listado de alrededor 70 angiospermas y 30
gimnospcrmas propagadas exitosamente por medio de cultivo de tejidos.

Las técnicas de micropropagación que usualmente han sido aplicadas en diversas
especies forestales. como alternativas comerciales a la propagación por estacas de
familias o clones superiores, son la organogénesis (brotes axilares. brotes adventicios)
y embriogénesis somática. (Ahuja. 1997. Haincs. 1992: Thorpc el al.. 1991). Estas
técnicas se han utilizado también en la manipulación de estados de maduración.
conservación de germoplasma e ingenieria genética de plantas (Libby y Ahuja. 1993a).

La organogénesis implica la diferenciación monopolar de un órgano (brotes o raíces)
para dar origen a una planta bajo condiciones estériles de laboratorio. En Ptillls radia/a.
la organogénesis es exitosa en un 60% de los genotipos, por lo tanto debe iniciarse un
gran número de ellos. para asegurar una cantidad suficiente de clones por familia
(Nairm, 1993).

El método de propagación de plantas a través de la multiplicación de brotes axilares.
ha sido ampliamente utilizado en la producción comercial de numerosas especies
forestales. a partir de explantes juveniles (Ahuja. 1997: Haines. 1992; Nairm. 1993).
El método también ha sido aplicado en material adulto. pero con menor éxito.
lográndose en algunos casos un cierto grado de rejuvenecimiento en especies como
Sequolo. (]uelt'/ls. E/lca(.plll.dAhuja. 1997. Amaud el tll.. 1993).

En Nueva Zelandia. empresas como Fletcher ehallenge Co. usan la organogénesis a
través de brotes axilares para producir anualmente. a escala comercial. entre 2 y 3
millones de plantas micropropagadas de pino radiata (Naim. 1993: Gleed el al.. 1995).
En Portugal. Viveros de Herdade de Espirra. ha integrado un laboratorio de
micropropagación de E. g/ob/l/u.rpam rejuvenecer el material vegetal y obtener plantas
madre de mayor vigor.
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El uso de organogéncsis a través de brotes adventicios corresponde a la inducción
direcla de brotes a partir de callos o nódulos meristemáticos. En aquellas especies
con buenas respuestas de multiplicación. la producción de brotes es mayor que
utilizando la vía de inducción de brotes axilares. En pino radiata, por ejemplo. se ha
estimado que a partir de un embrión, los mejores clones pueden producir 260.000
plantas apropiadas para plantación en 2,5 años (Aitken-Chrislie er al, 1994).

En cuanto a la embriogénesis somática, a diferencia de la organogénesis, en la que
los brotes y mices se desarrollan monopolanncntc en distintos medios de cultivo.
esta involucra el desarrollo de embrioides somáticos que experimentan una
diferenciación bipolar que genera raíces y tallos en forma simultánea.

En coníferas. la cmbriogénesis somática ha sido originada principalmente desde
embriones zigóticos. mientras que en angiospennas también se han obtenido a partir
de otros órganos. Una vez formados los emhriones somáticos, éstos deben pasar por
el proceso de maduración. genninación y formación de plantas (Fowke y Anree. 1996).

Desde los primeros embriones somáticos logmdos en coníferas en 1985, esta tecnología
ha sido aplicada en una amplia variedad de especies leñosas, 20 familias de
angiosperma y alrededor de una docena de gimnospermas.

El potencial que posee esta técnica está dado por la alta tasa multiplicación. por
cuanto los embriones somáticos pueden crecer en medio líquido, estimándose que un
litro de cultivo embriogénico contiene aproximadamente 100.000 embriones somáticos
(Haines, 1992). Sin embargo, la tasa de conversión de embrioides a plantas funcionales
nommlmente es baja. En pino radiata. excepcionalmente, puede fluctuar entre 37 y
95% (Walter er al. 1994l.

PRINCIPALES INCONVENIENTES DE LA PROPAGACiÓN VEGETATIVA

A nivel individual, el principal inconveniente de la propagación vegetativa lo constituye
la dificultad que se encuentra para propagar árboles fisiológicamente maduros. En
este sentido. cuando los posibles árhules madre han alcanzado una edad suficiente
como para demostrar su superioridad y han sido reconocidos como individuos deseables
de clonar. éstos normalmente ya han perdido su capacidad de ser replicados
vegetativamcnte. Lo anterior es una restricción que dificulta la clonación de árboles
adultos de características superiores y obliga a la implementación de técnicas de
rejuvenecimiento, o complejos procedimientos de propagación, que demandan un
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gasto adicional de tiempo y recursos y que pueden llegar a hacer económicamente
inviable la clonación de lal individuo.
La multiplicación donal también suele crear falsas expectativas en algunos productores.
especialmente cuando éstos asumen en forma demasiado estricta, que los propagulos
vegetativos de un árbol sobresaliente se comportaran exactamente de la misma forma
que el árbol original. o que todos los miembros del clon serán exactamente iguales
entre sí y tendrán siempre el mismo comportamiento. Evidentemente, en la práctica
ello no es así, y la ausencia de acabados ensayos c10nales antes del uso operacional de
un clan determinado, suele acrecentar este problema.

En efecto, los miembros de un clan son idénticos al ortet en el sentido de que poseen
el mismo genotipo, pero aún así la expresión de los genes y su ac"tivación está
condicionada por el ambiente en que cada planta se desarrolla y está particularmente
influenciado por la edad y posición dentro de la planta madre, asi eumo por tratamientos
externos. Como consecuencia de esto. los propágulos no siempre crecerán con el
mismo patrón o no tendrán la misma forma que el árbol original.

El fenómeno descrito se conoce como "variación dentTO del clan" y frecuentemente
se manifiesta como diferentes comportamientos del rameto, dependiendo de
earaeteristieas fisiológicas o morfológicas de la fuente de propágulos al momento de
realizar la reproducción c10nal (efectos "C")

En rigor. los efectos ,''C'' son formas muy particulares de efectos ambientales internos
o microambientales. Ellos comprenden a la ciclófisis o variación dentro del clan como
consecuencia de la edad de la planta madre, y la 10pótisis o efecto de la localización
de la estaca en el árbol madre, fenómeno responsable de que algunas veces las plantas
propagadas vcgctativamente mantengan por algún tiempo un hábito de crecimiento
igual al del órgano que ellos constituían en el ortet.

En general, la variación dentro del clan aumenta con la edad del ortet, y en la medida
que se acentúa la diferenciación entre órganos, tejidos y células en los rametos. Esta
variación aumenta en cada una de las características individuales y, particularmente.
para la velocidad de enraizamiento de cada estaca. A di fcrcncia de las caractcristicas
genéticas. la variación dentro del c10n está fuertemente inOuenciada por el medio
ambiente y por el estado nutricional de los rametos.

Otra eventual desventaja asociada al uso operacional de plan las obtenidas por
enraizamiento de estacas, dice relación con la calidad inferior de la arquitectura de
sus sistemas radiculares en relación al exhibido por plantas provenientes de semillas.
Efectivamente. existen situaciones en que las raices adventicias desarrolladas en
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propagulos vegetativos son superficiales y desbalanceadas, lo que las hace menos
eficientes como estructuras de soporte mecánico del árbol. Aún así, no existen
suficientes antecedentes que pemlitan generalizar unjuicio respecto a la superioridad
o inferioridad del comportamiento del material vegetativo en relación al de semillas.

SILVICULTURA CLüNAL

La propagación vegetativa de árbole::.; forestales ha sido utilizada desde la antigüedad
en especies como la C,yp/olllen'ajapollica y es una práctica muy extendida en álamos
y sauces. Sin embargo. la silvicultura c10nal como tal es un área relativamente nueva
de la ciencia forestal. por cuanto implica algo más que sólo utilizar plantas obtenidas
por medios vegetativos. Indudablemente, la capacidad para clonar árboles forestales
es el prerrequisito básico para desarrollar silvicultura clona!. pero el solo uso de plantas
clonadas en la práctica forestal no es sufIciente para que ésta se califique de lal (Libby
y Ahuja. 1993 b).

La silvicultura clonal. necesariamente. demanda tener infornlación del desempeño de
los clones como tales. obtenida a partir de rigurosos ensayos clonales establecidos en
terreno por al menos lIna rotación y replicados en más de una localidad.

Los clones que se seleccionen para usarlos en esta forma de silvicultura deben ser
escogidos en función de su desempeño como tales. respaldado por ensayos, y no
solamente por ser réplicas vegetativas de árboles aparentemente promisorios o
pertenecientes a familias o procedencias que han tenido un desempeño interesante.
Así, mientras mayor información se tenga del clan. mayor será la ventaja que se
pueda extraer de los esquemas clona les de silvicultura.

Otra caracteristica distintiva de la silvicultura clonal es que los clones conocidos y
confiables se usan en fonna repetida por varias generaciones y ciclos de cosecha,
aspecto común en el l:ultivo de álamos. pero poco extendido aun a otras especies
forestales.

Una peculiaridad adicional de la silvicultura c10nal es que el espaciamiento inicial
entre los árboles en las plantaciones de producción es mayor que el empicado con
plantas de semillas. o incluso con plantas propagadas vegelativamentc a partir de
material desconol:ido (sin información proveniente de ensayos clanales). Esto es
consecuencia de la mayor unifonnidad de los clones probados en ensayos. y de la
confianza basada en la experiencia de manejar clones dc desempeño bien conocido.
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Se desprende de los enunciados anteriores que la silvicultura clonal y el mejoramiento
genético están estrechamentc relacionados. Dc acuerdo con Libby y Ahuja (1993 b)
un programa de silvicull'ura c10nal debe estar respaldado por un adecuado programa
de mejora genética, en el cual las candidatos sobresalientes de cada generación sean
efectivamente probados y contrastados contra los clones originales del programa. y
que éstos deben ser reemplazados por los nuevos clones sólo en la medida que los
ensayos así lo aconsejen.

BENEFICIOS Y RIESGOS DE LA SILVICULTURA CLONAL

La estructura genética de una población influye en su productividad. estabilidad y
resistencia a enfermedades. En teoria, una población genéticamente heterogénea
produce más biomasa y otorga una mayor estabilidad a la productividad dentro de un
rango de condiciones ambientales. Por el hecho de existir arboles genéticamente
distintos. ocupando nichos ecológicos ligeramente diferentes. se produce una
utilización más eficiente del espacio ecológico por parte de la población. la que adcm<Ís
tendrá una mejor capacidad de respuesta y adaptación frente a cambios producidos ..:n
el medio ambiente. Al establecer poblaciones clona les se altera esa estructura. con los
consiguientes beneficios y riesgos que ello implica.

Por una parte. la ganancia genética obtenida en operaciones dunales es la mayor
posible para un clon dado. pues no existe otra fuente de variación genética que pueda
ser explotada. Por otra. lIna población c10nal genéticamente homogénea; en general.
tendrá menor plasticidad para enfrentar las modificaciones en las condiciones
ambientales.

Efectivamente, un rodal altamente productivo se puede obtener propagando
"egctativamente al clon dc mayor rendimiento: sin embargo. éste será altamente
vulnerable a experimentar pérdidas masivas debido a la acción de insectos.
enfennedades u otros cambios adversos en el medio ambiente. Esta situación. si bien
ha sido manejada efectivamente en cultivos agrícolas. es especialmente grave y azarosa
en las plantaciones forestales. en las que el largo periodo de rotación aumenta la
potencialidad de las pérdidas.

Reconociendo el enunciado anterior. se debe descacar que es un error decidir la
inversión en silvicuhura c10nal en base a los beneficios potenciales de un c10n
detcrnlinado. pues los riesgos de pérdida por factores ambientales serán también de
brran envergadura. A pcsarde lo mencionado. es posible encontrar clones con genotipos
que resistan cambios sin afcctar su productividad. manteniendo una buena producción
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en un rango de condicioncs ambicntalcs Illas amplio. pero esta situación se lograria
sólo despucs de intensos y largos ensayos clonalcs e·n distintos sitios.

Por esta razón. la decisión de desarrollar la silvicultura c10nal no deberá efcctuarse
antes de analizar cuidadosamente los beneficios y los riesgos involucrados.

En ténninos económicos. la decisión de adoptar esquemas de silvicultura c10nal o de
semillas dependerá en última instancia de una evaluación económica. Esta evaluación
deberá considerar la valoración económica de las ganancias genéticas esperadas
asociadas a cada ahernativa de propagación. y las inversiones en infraestructura y
costos de operación de cada una de ellas. Un elemento de juicio adicional lo debe
constituir el número de clones propagablcs y el análisis de riesgos vinculados a los
progresivos niveles de ganancia genética esperada, en la medida que se concentre la
rrodueeión de plantas en los mejores clones del ranking.

Cuántos clones usar

No existe una respuesta definitiva en cuanto a cual es el número apropiado de clones
para realizar plantaciones c1onales. Sin embargo. se puede hacer una buena estimación
en basc a la experiencia y el conocimiento de la variación existente en la especie
utilizada. El problema se reduce al manejo de la relación beneficio-riesgo. es decir. a
cómo lograr los mayores niveles de mejora seleccionando sólo los mejores clones y.
al mismo tiempo. permanecer d~ntro de rangos aceptables de riesgos de pérdidas. El
conocimiento previo de la edad de rotación. la inlensidad del manejo. la variabilidad
genética de la especie y de los clones involucrados. así como de los posibles riesgos y
niveles aceptables de pérdidas deben orientar la respuesta.

En general. el uso de un gran número de clones resulta lan seguro como usar una
mezcla similar de plantas de semillas. Utilizar I11czdas de muy pocos clones resulta
altamente riesgoso. incluso. las mezclas de 2 a 4 clones puede ser menos apropiado
que una plamación monoelonal. El uso de 7 a 30 clones resulla un número seguro y
razonable. que no se diferencia significativamente de utilizar una mayor cantidad de
clones (Libby. 1987. ril. por Fosler. 1993; Zobcl y Talben. 1988). Debe lenerse en
cuenta que mientras mayores sean los trastornos que los árboles deberán enfrentar,
mayor es el número de clones que debe utilizarse.

La principal consideración para que los enfoques de silvicultura c10nal puedan
implementarse con bajos niveles de riesgo. es que los clones a utilizar hayan sido
prcviamcnlc probados en las áreas de plantación propuesta. Entonces. los ensayos
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c10nalcs son fundamentales para evaluar el desempeño de todos los clones en los
distintos sitios de plantación. De acuerdo con sus resultados. se observará que no
todos los clones serán adecuados para todos los sitios (interacción genotipo-ambiente).
de modo quc sólo los mejores en cada condición deberán utilizarse para forestar esas
arcas.

Mezclas de clones vis bloques monoclonales

Una consideración tan importante como el número de clones a usar en esquemas de
silvicultura clonal es aquella relacionada con cómo distribuirlos en terreno. Las
opciones extremas corresponden a los mosaicos monoclonales y las mezclas clonales
pie a pico

No existe una postura concluyente respecto a qué estrategia es la más adecuada. La
mayoría de los especialistas manifiestan preferencia por las mezclas multiclonalcs.
señalando que ellas son la mejor garantia de éxito ante la posibilidad del ataque de
plagas. No obstanle. en la práeliea se ha observado (Zobel y Talbert. 1988) que muchas
enfennedades y plagas se propagan con la misma rapidez en rodales puros que en
otros mixtos.

A su vez, los mosaicos de plantaciones mOJ1oclonales también evidencian algunas
ventajas claras. enlre las que Libby (1981. cit. porZobel y Talbert, 1988) sellala a las
siguientes:

Cada clon posee su propia curva de crceimicnto y patrón de desarrollo. Por
lo mismo. al enfrentar la competencia de otro individuo de crecimiento inicial
más rápido, algunos clones pueden ser suprimidos al crecer en mezclas.
La plantación y las operaciones de vivero se simplifican al trabajar con bloques
monoclonales.
La uniformidad dcl material se maximiza en los bloqucs monoclonales.
Ante la evidencia de deficiencias en el desarrollo de un clon detemlinado. en
un esquema monoclonal. éste puede ser eliminado y reemplazado por otro
para mantener la productividad de la plantación. Por el contrario. en un
esquema de mezcla pie a pie este reemplazo no resulta práctico y. por lo
tanto, disminuye la productividad de la plantación.

Los argumentos anteriores han incidido en que sea una práctica común en silvicultura
c1onal, particularmente en especies de rotación corta C0l110 suelen ser los eucaliptos.
el utilizar bloques monoclonales de lOa 20 hecláreas cada uno. Si bien se argumenta
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que ellos pueden ser demasiado grandes, en la práeliea bloques de menos de 10
hectáreas no resultan operativos para manejarlos como unidades independientes. Aún
así. Foster (1993) menciona como combinación apropiada. para minimizar los riesgos
del monocultivo y aprovechar eficientemente las ventajas de la silvicultura clona!. el
uso de 7 a 30 clones cn pequeños parches monoclonales de 2 a 20 hectáreas cada uno.

La experiencia empirica para evaluar la conveniencia de una u otra forma de distribuir
los clones es escasa. Investigaciones para evaluar el crecimiento de 5 clones de Popu/us
delloides establecidos como parcelas monoclonales y parcelas mixtas de 100 árboles
cada una. señalan que tanto el volumen por hectárea. la altura media. el área basal yel
dap adquieren valores intcm,edios en la parcela mixta respecto a las parcelas de clones
puros. Sin embargo. al promediar los resultados de las parcelas puras. éstos son
ligeramente inferiorcs a los de la parcela mixta (Markovic y Herpka. 1986, (.'11. por
Foster. 1993).

Análogamente. estudios con P1i1ll.r taeda señalan que aun cuando la productividad
tOlal no se modifica en las parcelas mixlas respecto al promedio de las parcelas de
clones puros. en las primeras se produce una mayor diferenciación cnt're los individuos
(se manliene el promedio pero aumenta la varianza). obteniéndose árboles más grandes
y más pequeños que los observados en las parcelas puras (Nance. 1983, cit. porFosler.
1993).

CONCLUSIO"ES

La clonación pernlite el aprovechamiento de un genotipo único. seleccionado de entre
muchas otras plantas por su superioridad en algún aspecto de interés para el hombre.
y multiplicarlo para obtener nuevos individuos con el mismo genotipo. Aún así, la
identidad genética de los ramelos no es garantía de que estos exhibirán exactamente
las mismas características y que se desarrollarán igual que el individuo original. Este
concepto fundamental debe pcnllanecer presente en lodo momento para evitar la

creación de falsas expectativas.

La principal ventaja de la propagación vegetativa se encuentra asociada a su uso en el
marco de programas de mejoramiento genético. Éste debe considerar la evaluación
del material seleccionado mediante su representación en rigurosos ensayos clonales.
Sólo de esta forma se podrán implementar esquemas de silvicultura donal que
minimicen los riesgos de pérdidas y pcnnitan obtener con certeza los resultados

esperados.
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CAPITULO 2. I

MACROPROPAGACIÓN VEGETATIVA DE RAULí:
INJERTACIÓN y ENRAIZAMIENTO DE ESTACAS

Oriana Ortiz N.' y Braulio Gutiérrez c.'

INTRODUCCIÓ~

La extensión de la superficie representada por los bosques de raulí (NOlhoJO.!,r"~r a/pillo
Poepp el Endl.). sumado a la calidad y alternativas de uso de su madera. hacen de
esta especie un recurso de alto interés económico. que ha estado tradicionalmente
expuesto a una severa presión antrópica que ha llevado a la reducción de su área de
dislribución y la fragmentación de sus poblaciones.

En la actualidad. estos recursos cobran llueva importancia como una fuente de
diversificación de la producción rorestal, así como también en la producción de bienes
y servicios no madereros. En este contexto. la gran variabilidad que aún representa
esta especie a lo largo de su distribución natural. resalta la conveniencia de aplicar
herramientas de mejoramiento g.enético. en conjunto con los nuevos desarrollos
biotecnológicos y técnicas silvícolas de avanzada. para incrementar su productividad
y obtener un beneticio sustentable de su gran potencial económico e industrial.

En Chile se ha venido desarrollando desde 1997 un programa de mejoramiento genético
para rauli por via de semillas (sexual). sin embargo. éste no pennite lrasp<lsar a
plantaciones operacionales (Oda la ganancia en volumen aprovechable. representada
por los árboles superiores (plus) que este programa ha identitleado.

Por su parte. la propagación vegetativa pcnnite transferir toda la varianza genética a
los descendientes. pennitiendo obtener copias genéticamente idénticas de individuos
de alto valor y duplicando de csla fonna la ganancia genética asociada a los esquemas
sexuales de propagación.

RCl:'onocicndo csla situación. sc ha planteado la aplicación de modernas herramientas
biotccnológicas para escalar el programa de mejoramiento genético actual de raulí y
promover esquemas de silvicultura clonaL Esta nueva iniciativa se ha materializado
en el proyecto "Silvicultura Clonal en Raulí pnra Incrementar la Productividad de

In,llIulll I-tlr.:slal. "l'tlc litu Blo. t"-mllll I>U"I/.« lOro! d
: In'Ululo) For~"lal. '~Jc Ihu UIO. l:'l1Iall blo!Uh~rT fl mfm.d
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Sitios Forestales de la IX y X Regiones del Pais". el cual fue financiado por el Fondo
de Innovación y Desarrollo. FDI de CORfO.

En términos generales, el referido proyecto busca obtener replicas vegetativas de
arboles de raulí de alto v.lor productivo. correspondientes a arboles plus seleccionados
en anteriores iniciativas de mejoramiento genético. y evaluar el desempeño de este
material en ensayos clanales establecidos en terreno. Si bien el objetivo principal es
hacer uso de técnicas de micropropagación. también se ha considerado la depuración
de tecnologías tradicionales de macropropagación, partit'ulanncme de injertación y

enraizamiento de estacas, las cuales ofrecen importantes ventajas y posibilidades de
aplicación en distintos ámbitos del mejoramiento genético de esla especie.

En el caso de la ínjenación, esta ha sido reconocido como la herramienta más apropiada
para obtener replicas de arboles de interés para conformar huertos semilleros clonales,
debido a que este procedimiento permite conservar la edad fisiológica del árbol,
disminuyendo de esta fonna el periodo requerido para que sus copias inicien los
procesos reproductivos de lloración, polinización fmctificación y scmillación. También
resulta de interés como una forma de mantener réplicas de arboles plus en un banco.
para abastecer de propágulos a los procesos de micropropagación en laboratorio. o
de enraizamiento de estacas en ¡nvcOladero.

En cuanto al enraizamiento de estacas, este procedimiento ha sido muy utilizado para
multiplicar vegetativamcntc a especies foresmles, situación que obedece principalmente
al número de copias que se pueden obtener de un árbol individual, evitando las
complejidades operativas y problemas de inl:ompatibilidad de los injertos. y con una
inversión inicial. costos y complejidad del proceso. menores que en el cultivo ill

"tiro.

Atendiendo a lo anterior. en el preselllc capitulo se sintetizan los procedimientos que
han demostrado ser efectivos para multiplicar rauli mediante técnicas de injcrlación y
enraizamiento de estacas. Al respecto se identifican las principales variables que
determinan el éxito de estas actividades y se presentan los protocolos operativos.
depurados y validados, para obtener rametos injertados e inducir la fonnación de
raiees en estacas de tallo de rauli.
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ANTECEOENTESGENERALES

EnrailSmil'nto de Estacas

Las caractcrísticas del cnrai7amicnto de esl~H.. as como herramienta de
macropropagación "cgeHuiva de especies forestales se mencionan en el capítulo 1 de
este mismo lihro. Por tal motivo no serán repetidas en este apartado. donde el énfasis
se pondd en los aspectos operativos relacionados (.'on el enraizamiento propiamente
tal de rauli.

En tal sentido. se debe reconocer que nonnalmcnlc la capacidad de desarrollar raíces
adventicias es una característica ligada a la fase juvenil de los árboles forestales y
desaparece rápidamenlc en la medida que estos maduran. Por lo mismo, el matcrial
utilizado para confeccionar estacas cnraizables debe corresponder a un estado juvenil
(plantas). o mejor aún. n un estado adulto rejuvenecido (rcvigorizado), Esta última
condición. si bien es menos reactiva que la de los propágulos jóvenes propiamcnte
tales. presenta la ventaja adicional de que permite conocer el desempeño y
características del :irbol aduhn que será objeto de clonación, constituyéndose de alguna
farola en una garantía de la calidad del material gcnl'tico que se multiplica.

Existen distintas fonnas de rejuvenecer material adulto para compatibilizarlo con la
clonación a través de enraizamiento de estacas. Las abundantes experiencias con
especies del genero EI/{'(/(I,/)/II.r han permitido identificar a los retoños de tocón. al
material desarrollado a partir de púas injertadas sucesivamente sobre patrones juveniles
y a las plantas micropropagadas como fuentes apropiadas de material rejuvenecido
para iniciar procesos de multiplicación clonal mediante enraizamiento de estacas.

Particulamlcnte. en el caso de las actividades de enraizamiento de raulí. comprendidas
en el proyecto FDI '·SilviclIlIlIra Clonal en Rauli para Incrementar la Productividad
de Sitios Forestales de la IX y X Regiones del Pai". se han utilizado los brotes
desarrollados en réplicas micropropagadas de árboles plus adultos de esta especie.
correspondiendo a material extraído desde plantas micropropagadas. aclimatadas a
condiciones de vivero. de 2 a ó meses de crecimiento. No obstante. también se pueden
obtener propagulos enraizablcs desde copias rejuvenecidas mediante injertación. desde
retoños de tocón o brotes epicórmicos.

Injertación

Los antecedentes que se detallaran en este capítulo corresponden en gran medida a la
experiencia desarrollada durante la realizaciun del proyecto FüNDEF D9611 052
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"Mejoramiento Genetico para Especies de ¡Vo/¡'(!/á,gus de Interés Económico". los
cuales fueron desarrollados y compendiados por Emhart el (JI (2000).

Injertar es el procedimiento mediante el cual se unen dos porciones de plantas. un
patrón (pie o portainjerto) y una púa (yema o porción de rama con varias yemas). de
manera que continúen su crecimiento C0l110 una sola unidad. donde el patrón aporta
su sistema radicular de fijal:ión al sucio y absorción de agua y nutrientes. y la púa
desarrolla la parte acrea, manteniendo las características genéticas de la planta donante
(Gil e/"I. 1986).

La técnica de injertación está directamente asociada a las especies. a la época de
injertación y también al tamaiio de la planta patrón <.:on respecto él la púa. Entre los
injertos comúnmente utilizados para especies forestales en Chile. destaca el injerto
apical de hendidura o de cuña. que ha sido utilizado extensivamente en PÚ'ilS radia/(J
y el injerto lateral de botella en eucaliptos, en ambos tipos la púa corresponde a un
trozo de tallo con varias yemas. En el caso de Nutl,t'.!/¿¡glls. se han probado los dos
lipos de injerto, dando mejor resultado el apical de cuña. por la dureza dclmaterial
con que se trabaja.

PROTOCOLO DE ENRAIZAMIENTO DE ESTACAS DE RAULí

Preparación de las estacas

El protocolo de enraizamiento de estacas que se describe ha sido concebido como un
complenlcnto a las labores de multiplicación de raulí mediante tccnicas de
Inlcropropagación. Tiene por objeto amplificar el número dc copias que se puede
obtener a partir de una plama micropropagada, pero sin necesidad de efectuar esta
masificación en laboratorio con metodología dc cultivo /tI vii/v. sino que en condi<.:ioncs
más sencillas, en el ambiente controlado de un invernadero.

Para tal efecLo, como fuente de brotes para la confección de estacas cnraizables. se
usan réplicas micropropagadas de árboles plus adultos. aclimatadas a condiciones de
vivero y con 2 a 6 meses de crecimjento.

Al usar este material las estacas pueden ser de dos tipos: apicales o de yema lateral.
En ambos casos las estacas confeccionadas deben ser segmentos rectos. corresponder
a tejidos de la última temporada de crecimiento. de 3 a 4 cm de longitud. con uno o

dos pares dc hojas, vigorosas y sanas. No obstante, deben privilegiarsc aquellas del
eje central de la planta. por cuanto evidencian un mejor comportamiento. en términos
de enraizamiento y crecimiento posterior, que aquellas originadas en ramas laterales.
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El cone basal de las estacas debe ser recIo. ejeeulado con lijeras de buena calidad y
filo que gcn~rcn una superficie de corte limpio. sin rasgaduras o jirones en la corteza
que ocasionan daños en la zona del c3mbium. lugar desde donde se originan las raices
adventicias.

Una vez confeccionadas las estacas es recomendables acumularlas. hasta c1mumcnto
de su plantación, en un balde o recipiente similar conteniendo una solución fungicida
(Benlale 0.2 g/l).

Tratami('nto hormonal

Para estimular el Cnrai7.1tmicnlO de estacas es normal lit i Iizar tratamientos hormonales
que aporten auxinas cxógcnas para promover la inducción de las raíces adventicias.
Para estos efectos existen productos comerciales. siendo también posible preparar
meLclas o soluciones cspc-cificas mediante la dilución de auxinas puras en soluciones
de alcoholo en polvo laico. Las dosis a emplear son variables fluctuando entre O y
10.0000 ppm para las mC'zclas en talco y entre O y 1.000 ppm para los remojos en
soluciones liquidas.

En el caso de rauli se han obtenido resultados satisfactorios empleando un remojo de
las estacas I.:n una solución de ácido indolbutirico (AIB) en concenlración de 200
ppm, sin verificarse diferencias estadísticamente significativas al usar dosis mi.is altas
(400. 500 Y 1.000 ppm).

Para aplicar la hormona Si: utiliza un recipicnte pequciio. donde se deposila sólo la
cantidad de hormona necesaria para una jamada de trabajo. Se debe evitar rehusar los
excedentes dc hormona dc aplicaciones anteriores. debido a que la auxina se
desnalUraliza con la exposición a la luz.

Sustrato ~' fertilizantes

Respecto al sustrato de enraizamiento, este debe cumplir las siguientes funciones:

Sostener las estaquillas durante el periodo de enraizamiento.
Proveer humedad a la estaquilla.
Pcnnilir la entrada e intercambio de aire en la base de la estaca.
Crear un ambiente dc oscuridad. para reducir la penetración de luz a lil base de la
estaca.
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Existe lIna gran diversidad de sustratos. siendo los más frecuentes las mezclas en
distintas proporciones y elementos de turba, perlita, vermiculita. arena. corteza
composlada. aserrín y otros. En enraizamiento de estacas de raulí se han ensayado
distintos sustratos. obteniéndose resultados apropiados con la utilización de una mezcla
en igual proporción volumétrica de turba y perlita.

La turba se caracteriza por una alta capacidad de retención de agua disponible para la
planta. proporcionando excelentes condiciones de humedad a la estaquilla: la perlita
es un material mineral altamente poroso. que mejora el drenaje del sustrato. La mezcla
de estos materiales puede observarse en la figura l.

La práctica de incorporar fertilizantes en el sustrato de enraizamiento. si bien no
promueve la iniciación de raíces adventicias y no resulta aprovechable por la estaca
antes de formar sus raíces. resulta muy conveniente para mejorar su crecimiento una
vez que ha ocurrido el desarrollo radicular. Se recomienda utilizar fertilizantes de
liberación controlada. los cuales se mezclan con el sustrato antes de llenar los
contenedores en que se realizará la plantación de las estacas.

Para el enraizamiento de estacas de rauli se ha utilizado OSMOCOTE 15-9-12.
mezclándolo con el sustrato dt: enraizamiento en una proporción de 4 n 5 KglmJ

. Este
fertilizante contiene macro y microelememos en su composición químic.a (cuadro 1).
Se caracteriza por liberar en fom1a lenta los nutrientes. debido a que los granulos de
los que esta compuesto, están conformados por capas múltiples de polímeros
degradabies. La liberación de nutrientes se produce cuando el vapor de agua penetra
en la capa de polímeros disolviéndola, y la diferencia de presión osmótica resultante
provoca que los nutrientes fluyan a través de dicha COlpa. El tiempo de duración del
fertilizante es de aproximadamente 3 a 4 meses, dependiendo de la temperaLura.

Figura 1: Mezcla de turba y perilla ulillzado como
medio puril el cnmiz<lm;enlo de es!aCitS de raulí.
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COMPOSICIÓN QUíMICA DEL FERTILIZANTE OSMOCOTE 15-9-12.

MacrocJcmento % I
I

Nitrógeno 15 (1% NH,·. 8% NO;>
Fósforo (P,Q,) 9
Potasio (K~O) 12
Magnesio (~g O) I
Azufre 23

Microclemcntos %

Boro 0.020
Cobre 0.005
Fierro 0.450
Manganeso 0.060
Molibdeno 0.020
Zinc 0.050

Contenedores y plantación de las estacas

Las estacas deben plantarse inmediatameme después de su confección. tomando las
medidas necesarias para evitar su deshidratación durante todo el proc·eso de confección
y plantación.

Antes de insertar las estacas en el sustrato, es necesario efectuar una perforación de
aproximadamenle 2 cm de profundidad. La confección dc los hoyos de planlación se
realiza mediante un palillo de diámetro ligeramente superior al diámetro de las estacas.
confeccionado específicamente para este efccto. Posteriormente se dispone
cuidadosamente la estaca en el agujero, y se presiona el sustrato a su alrededor para
asentarla. No se debe insenar la estaca a presión. para no dañar los tejidos del corte
basal o remover el tratamiento hormonal aplicado en esta zona.

La plantación de las estacas se realiza en tubetes de 120 cc de capacidad. que van
dispuestos en una bandeja de PVC. que tiene la particularidad de estar parcialmentc
cerrada en sus cuatros lados (figura 2), esto pennite conservar el calor emitido por la
cama caliente. sobre la cual se depositan las bandejas durante el proceso de
enraizamiento.
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fi~ur. 2: Detalle bandejas)' lubclc:!>.

Talllbicn es importante diseñar un sistema de identificación del material instalado,
que debe pennitir la individualización inequívoca del clon represenlado en cada estaca.
Este debe facilitar la identificación durante todo el proceso de enraizamiento. pues si
en algún momento surgen dudas respecto a la identidad clonal de algún material
dClenninado. debera desecharse. En la práctica. la marcación individual de los tubetes
con etiquetas de teja autoadhesiva, inscritas con plumones indelebles resultan
apropiadas para este fin.

Control ambiental y equipamiento para enraizamiento

El enraizamiento de estacas de raulí debe efectuarse bajo condiciones ambientales
controladas al interior de un invernadero.

Un importante factor que estimula la rizogénesis adventicia. es la temperatura del
sustrato de enraizamiento. Por lo mismo es altamente recomendable aplicar calor a
las bases de las estacas. resultando adecuado para este efecto el uso de camas calientes.
Estas consisten en un mesón de madera. cuya base es de malla metálica cubierta por
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paneles de policstircno expandido de 3 cm de espesor. El mesón se rellena con arena
(hasla 10 cm de allura) y en el inlerior del relleno se inSlala un cable calefaclor
constituido por una resistencia eléctrica gobernada por un termostato. que debe
rcgularse para obtenerse una temperatura del orden de 22°C en la base de las estacas.

Adicionalmente, y con el ubjeto de mantener las estacas permanentcmente
humedecidas. se debe disponer de un sistema de aspersión aéreo, que pcnnita contar
con una humedad relativa del aire en valores cercanos al 100%. Una instalación
sencilla y efectiva para lograr este propósito consiste de una cañería ubicada a 50 cm
de altura sobre los mesones de propagación, dotada con aspersores que proporcionen
una lluvia fina y homogénca sobrc IOda la supcrficie del mesón.

Un esquema con la estructura básica de un mesón de propagación para enraizamiento de
estacas de raulí. con cama caliente y sistema de aspersión. se encuentra en la tigum 3.

Figura .': FSlnlClura de un mesón de propagación con cama caliente y sistema d~ aspcrsion.
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Para efectos de mantener la humedad relativa lo más alta posible, sobre los mesones
de propagación es aconsejable disponer una estructura que sustente una cubierta con
nylon de invernadero. la cual mejorará considerablemente las condiciones ambientales
para el enraizamiento. Detalles de esta estructura se pueden observar en la figura 4.

Figura 4: Cubiena de polietilcno adosada a la cama caliente.

Manejo de estacas durante el enraizamiento.

Durante el enraizamiento, que ocurre durante el periodo estival y se extiende por
cerca de 10 semanas, se debe procurar mantener la humedad relativa del aire tan alta
como sea posible, con el objetivo de minimizar la evapotranspiración de la estaca y
prevenir su muerte por deshidratación. Para ello, las estaquillas son regadas
periódicamente con los aspersores instalados sobre la C3ma caliente.

Dado que las condiciones ambientales de enraizamiento son muy favorables para la
proliferación de hongos, se deben realizar aplicaciones preventivas periódicas de
fungicidas sistémicos. Estas se realizan una vez por semana. usando en fonna alternada
los productos Benlate (0,6 gil), Caplan (1 gil) YEuparcn (2g1I), de modo de evitar el
desarrollo de patógenos resistentes a un producto especifico. Tales aplicaciones pueden
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complementarse con la aspersión de fcrtilizantl:s foliares. siendo útil para este efecto
un. dosis de 2 cc/1 de Bnyfolán foliar.

Pt:riódicamentc. se debe supervisar el estado de las estacas y retirar aquellas que
están muertas. paro evitar que sean un foco de contaminación. para las restantes
eSlaquillas.

Acondicionamiento

Durante el proceso de enraizamiento las estaquillas pernlanecen por varias semanas
en un ambiente de alta humedad. Por lo mismo. antes de sacarlas a condiciones de
vivero deben someterse a un proceso gradual de acondicionamiento que las faculte
para sobrevivir en condiciones de intemperie.

Este proceso se inicia después de verificada la fornlación de rdices y consiste en
mantener por cerca de JO días a las estacas en los mismos mesones de propagación
con cama calil:ntc. pero sin cobertura plastica. Durante este periodo se produce una
mayor elongación de los brotes y se reduce la turgencia de las hojas. Posterionnentc.
las plantas se trasladan a vivero bajo sombra. donde se mantienen por una semana con
un rcgimen de riego frecuente.

PROTOCOLO DE INJERTAClÓN DE RAULí

Para efectos prácticos. el procedimiento para injertar raulí se puede dividir en cuatro
clapas: (i) Preparación de patrones. (ii) colecta y transporte de púas. (iii) injcrtación
propialll~nte tal y (iv) manejo de los injertos. Los detalles operativos de cada una de
estas fases fueron descritos por Emhart el al. (2000). de la siguiente forma.

Preparación dí' patrones

La prodUl.:dón de la planta patrón conlempla un periodo de dos tl:mporadas de
crecimiento, que se inicia el año I con la siembra de las semillas para producir las
plantas. y l:ontinua el año 2 con el acondicionamiento de las mismas, para habilitarlas
como patrones y proceder a la injenación propiamente tal.

En el caso de rauli. la preparación d..: patrones se inicia con la siembra de las semillas
en contcnedon:s de XO ce de capacidad. entre fines del invierno y principios de
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primavera, previo tratamiento pregerminativo de estratificación o remojo en ácido
giberélico. Como sustrato de siembra resulta adecuada la corteza de pino compostada
y desinfectada.

Una vez que las semillas germinan. las plantas sc someten a tln man~jo orientado a
estimular el crecimiento acreo y radicular. en fomla equivalente a lo realizado en un
invernadero de producción forestal convencional. controlando las variables
ambientales. fertilización. riego. y aspectos fitosanitarios.

A fines de otoño del año siguiente 3 la siembra. cuando las plantas ya han crecido una
temporada en los contenedores. se traspasan a macetas de polielileno con lIna capacidad
volumétriea aproximada de 6 litros. El tamaño ideal de la planta al momento del
transplantc debe fluctuar entre los 10 Y 15 cm de altura y 2 a 4 mm de diámetro de
cuello.

Esta segunda temporada de crecimiento generalmente se lleva a cabo fuera del
invernadero, bajo malla sombreadora de 50% de filtrdción. Durante esle periodo las
plantas se acondicionan como patrones de injertación mediante un programa de manejo
que contempla riego. fertilización y podas. el cual se complementa l~on medidas de
control filOsanitario y finalmente con un proceso de endurecimiento de las plantas
patrones producidas.

El riego es esencial en esta clapa. La cantidad de agua a utilizar depende directamente
de las condiciones climáticas. Como rcgla general. se debe mantener agua suficiente
para evitar problemas de estrés hidrico y desecamiento de las raíces. n.:eomendándose
regar frecuentemente en poca cantidad. Las plantas patruncs de raulí y roble son muy
sensibles a la falta de agua y rápidamente son afectadas por enfennedadcs de raíces
causadas por estrés hídrico.

La necesidad de fenilizantes de las plantas varia dependiendo del estado en que ellas
se e,ncuentren. En el caso particular de las plantas patrones de raulí y roblc. ha resultado
apropiado el uso de fertilizantes solubles aplicados mediante fertirriego. de acuerdo
con el programa de fertilización que se detalla en el cuadro 2.



CUADRO 2
PROGRAMA DE FERTILIZACiÓN UTILIZADO EN LA PRODUCCIÓN

DE PLANTAS PATRONES DE RAULÍ Y ROBLE

Et"pa ..le Objl'tivo Nombre producto Fórmula Dosis Fre(ucndol
credmlt~nlo fertilizadón (NPK)

Estadio T~mpr(Jlto

rnmeras 2 seman.1S Inducir raiees Ultrasol inicial 15·)0-15 30ppm 2 V('C('S por semana
2 semdll<l5 oosleriorcs Cr.:~:imit"nto Ullrasol crcdmit'nto 25-10-10 SODDm
C"ec¡,"i~",o óptil/fo Cr<.'Címlento .lltura y Ultrasoll:recimiento 25-10-10 100 ppm Día por medio

diámetro
CreciMien.to lardío Cn"(:imil~nlo altura y Ultrasol C(('(imiento 25-10-10 50ppm 2 VC(;{'S por S("rn.ma

di,1mPlTo y
endUTl'Cimiento di' Ullrasol produccion lJ..h40 50ppm
tejidos

Fase de Endurt'cimiento de Ultrasol rroduccic'>n 13-6-40 JOppm 1 veO'; por ~lllana
QcoNlicionamiefllo tejidos Carbúnato Calcio 44 %CaD 5 g/planta 1vez

Fuente. ModltLcado de rNFOR, 1998.

Como consecuencia del riego y la fertilización, durante el acondicionamienro de (os
patrones se produce un gran desarrollo de la parte acrea de las plantas. Por lo mismo.
se recomienda efectuar entre noviembre y diciembre una poda apical del tallo principal.
eliminando aproximadamente el 50% del volumen aéreo de la planta y cubriendo los
cortes y heridas con un scllantc de poda.

Junto con mejorar la relación entre volumen aéreo y volumen radicular. la poda prescrita
contribuye a conformar una arquitectura de planta más apropiada para ser usada como
patrón de injenación. Al respecto, esta induce un engrosamiento del tallo principal,
favoreciendo la manipulación y cortes que se harán durante el proceso de injertación.
Adcmás, promueve el crecimicnto de ramas laterales en la base del patrón. aspecto
que es de la mayor importancia, por cuanto cuando el patrón sea decapitado para
injertarle la pua, serán estas ramas laterales las encargadas dc efectuar fotosíntesis
mientras se produce la unión yel desarrollo del injerto.

Después de la poda. aproximadamente a comienzos de febrero, se realiza una etapa
de cndur~l:imienlo. para fortalecer y endurecer el [a110 y las yemas de la planta patrón.
Este proceso consiste en la aplicación de fertilizantes ricos en potasio y calcio. los
que se aplican de acuerdo al programa de fertilización detallado en el cuadro l. Durante
este periodo se procede también a eliminar la malla de sombra que protegia a las
plantas en el vivero.
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Durante todo el proceso de producción y acondicionamiento de los patrones se debe
implementar un programa de protección titosanilaria consistente en aplicacioncs
prcventivf1s de fungicidas e insecticidas. Lo anterior contribuirá a que. al finalizar la
segunda lemporada dl' crecimiento. se pueda contar con patrones sanos, recios. de 30
a 40 cm de altura. un diámetro de cuello cercano a los 10 mm y una confom1:1ción de
copa que los hace muy adecuados para ser injertados durante la primavcra siguienLe.

Colecta ~¡ transporte de púas

La fuente de puas para injertación debe corresponder a arboles previalllente
seleccionados en función de la manitiesta superioridad que cxprl'san en aquellas
earal:teristicas que son dc intercs para conservarlas O masificarlas. y que justifican el
esfuerzo técnico y económico que involucra la campai\a de injcrtación. En el caso
particular de los injertos de raulí que dan origen a eslc protocolo. ellos corresponden
a individuos plus identificados mediallle un riguroso proceso de selección. en el
marco de un programa de mejoramiento genetico.

La colc:ct<J de púas debe efectuarse a fines de invierno. siendo las mas adecuadas
aquellas del último año de crecimiento. sanas. semiligniticadas. con yemas latentes.
de un largo de 20 a 30 cm. sin presencia de d:Jños por insectos y con las Yl:l11as en
buen estado. Se recomicnda colectar las púas en la parte superior de la copa, en los
tallos denominados "chupones". que corresponden a vastagos de gran crecimiento
vegelativo. localizados en la porcion superior del árbol. Este tipo de material pcnnitc
realizar los cortes de injertación en material mas blando. recto y mcil de trabajar. lo
cual favorece el éxito del injerto.

Después de cortar las púas desde los árboles seleccionados. estas se deben almacenar
en condiciones de alta humedad (cercana al 100%) y baja tCI11J1cratum (3 a 5 OC).

Para este fin resulta practico disponer de una caja térmica, hielo. y esponjas
humedecidas con una solución fungicida (Benlatc 2.5 gil agua). elementos con los
cuales se puede embalar el material vegetal y despacharlo a invernadero para proccdn
a su injertaeión (figura 5).

Una vel. que las cuadrillas de colecta llegan al invl'rnadcro de injcrtación. el
almacenamiento de las púas debe realizarse en cámaras de frío a 3"C. en las mismas
cajas térmicas utilizadas para su transporte, con el objeto de ascgur3r su prescrvacion.
Bajo tales condiciones. la vida útil de las púas es de cuatro dias desde el momento en
que se C"xtraen.
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Figura S: Embalaje de puas para transpone desde

terreno a lugar de injenaeión.

(njertación propiamente tal

En el caso de raulí se han obtenido los mejores resultados usando púas correspondientes
asecciones de ramas con varias yemas, de aproximadamente 10 cm de longitud y un
diámetro similar al de los patrones. La técnica de injertación recomendada es la
denominada apical. de cuña o de hendidura simple. la cual sc debe realizar justo antes
del inicio de la primavera, procurando que la púa se encuentre en estado de lalencia y
con las yemas a punto de brotar.

El procedimiento para efcctuar el injerto apical de hendidura o cuña consiste en:

Cortar el ápice del patrón eon tijeras de podar justo sobre el lugar de
injertación. El lugar de cone en el patrón debe hacerse cercano a la base,
pero dcjando a lo menos un par de ramas laterales bajo el eorle (promedio 7
a 10 cm). Se recomienda que la distancia entre las raices de la planta patrón
y la púa sea la minima posible.

Efectuar una incisión longitudinal sobre el extremo del patrón decapitado.
de Wl largo de 4 a 5 cm., continua y unifonne, avanzando por el celllro de la
sección medular. En esta incisión se insertará posteriormente la púa.

Mantener el corte cerrado (con pinza de ropa), para evitar desecamiento
mientras se prepara la púa.

Cortar las púas en la sección apical de las ramas, de una longitud de 8 a 10
cm., semilignificadas y 2 a 3 yemas latentes. Es imponante que la púa

CAPITL:LO 2. t: (njen'k'ion) enrailamiemo. 33



seleccionada tenga un diámetro similar al del patrón y constatar que las
ramillas y yemas no tcngan daños.

Realizar un corte en la pua. en forma de cuña. largo y continuo. de largo
similar al efectuado en el patrón, el corte debe comenzar muy superficialmente
hasta llegar a la médula, de modo de dejar mayor cantidad de eambiull1
expuesto. Se debe evitar tocar con los dedos la superficie cortada.

Retirar la pinza de ropa desde el patrón, abrir el corte e insertar la pua de
modo que su sección cambial coincida con la del patrón y queden en estrecho
contacto. Reponer la pinza de ropa para afionar la púa dentro dcl patrón.

Colocar el elástico de injertación sobre el area de traslapo púa-paLrón.
comenzando desde medio cm más abajo del inicio del corte, envolviéndolo
completamente y terminando medio cm más arriba de la unión.

Cubrir la zona de injcrtación por sobre el elástico con un sellantc de poda y
evitar mojar esta zona hasta que el sellante se encuentre seco.

Por último. colocar una tarjeta de identificación con la fecha de injenación.
número del c10n y las iniciales del injertador y trasladar el injerto a invernadero
bajo condiciones controladas de humedad y temperatura.

Manejo de los injertos

Una vez hecho el injerto. este se mantiene en invernadero y se debe regar
abundantemente el sustrato de cada maceta.

Posteriormente, la periodicidad del riego va a depender de las condiciones
medioambientales dc humedad y temperatura. La turgencia en las hojas nuevas da
una pauta para la cantidad de agua necesaria. El sustrato de la maceta también define
la periodicidad de riego. si tiene menor o mayor retención de agua. la planta necesitara
un riego más o menos periódico, respectivamente.

Los injertos son sensibles a la falta de agua. por lo tanto se debe tener cuidado con el
exceso de transpiración ya sea por calor. o por el efecto desecante del viento.
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La fertilización en esta ctapa cs similar a la de producción de plantas patrones. con la
diferencia de que no hay una etapa de inducción de raíces. ya que se considera que la
planta patrón ha desarrollado un buen sistema radicular durante el segundo año de
crecimiento postcrior al transplante. Además. la aplicación de carbonato de calcio se
realiza cn el eSladio temprano. para favorecer la cicatrización. En el cuadro 3. se
indica el programa de fertilización a seguir duranle la producción de injcrtos de raulí
y roble.

CUADRO 3
PROGRAMA DE FERTILIZACIÓN UTILIZADO EN LA PRODUCCIÓN

DE INJERTOS DE RAULí Y ROBLE

Ela?" dI.' crt'cimlenlo ObjclÍ\o Nombrí' produ("lo Fórmula Dosi5> Fa'cut'ncia
fcrlili¡:ddón (NPK)

~aJírilonprunu
12 VC<t'S por2S(!mal\il" Cri'\:"imienlo Ullrdso! crec,mlento 25-10-10 SOprm
ISCmitnd

Ck.ltrl.t<,dó" Cubonilw c.1Jnu oH '1 ColO 5 g/plan!iI 1 Yt·,J.

,
Crecimil.'nlO óptimo Cri'\:"imiC'nln "hura ~' U1tr,lsol cr«imienlo 25-1(}.10 tOO rpm J);,1 pm

di¡h1ll.'lro I mt'dio

Crttímienlo tarriio Cn.'t.;mlt'llt" ,1Ilur.1 )' Ullrasul ("n..imienlO 25-10-10 50ppm 2 \'t'Cl"! f'C'r
di,)fll('tro. sem.1na
EndurL'CimiL'1llo JL" UltrdSOl prooumón IJ.<>..W SOppm
tLiidc",.

I
Fasede En.luft'Cim;"..'nlo lit' Ult'-dSOl produ«iÓCl 13.f>-lO '" ppm 1 \'t'l, pUf
ocottdiciOrllUfl;f!nlO tl,ill~. ....'II.... llool

Fut'Iltt.-. MU<.hf'lddll Jl'INFOR, 1m.

Además de controlar el riego y la fertilización. durante el manejo de los injertos se
debe poner especial atención a los siguientes aspectos:

Conlrol filosanilario
Los virus, hongos. bacterias e insectos causan esrragos en el desarrullo de
los injertos.

La aplicación de fungicidas en esta etapa se realiza cada 10 días. alternando
al menos tres productos diferentes para evitar que los patógenos desarrollen
resistencia específica a alguno de ellos. Ocasiontllmcnle es necesario
aumentar la periodicidad de aplicación. especialmente en los días posteriores
a la injertación, y en 1[1 época de poda de brotes en la planta patrón.
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Particularmente en el caso de ¡\·(J/h{!/~l!ll.f(roblc.raulí y lengal. en el período
de brotación de las yemas de la ramilla injertada. se detecta la presencia de
una sobrcpoblación de pulgones. los cuales en estm.1o adulto producen
amarillamienlo de las hojas y posterior defoliación. lo cual debe ser
controlado con insecticidas. Durante la brotación. también aparecen agallas
y larvas que deben ser controladas con insecticidas.

Poda de brotes de la planta "atrón
Otra labor cultural que se realiza al cabo de 2 o 3 meses y en tonna periOdica.
es la poda de brotes nuevos del patrón para impedir su desarrollo.
Posteriormente. cuando el injerto alcanza un crecimiento de 25·30 cm y
logra una masa foliar crítica. se eliminan completamente los brotes y ramas
del patrón. La intensidad en la poda de los brotes varia de las especies
perennes (coigüc) a las caducifolias (rauli. roble. lcnga). en las primeras la
poda de los brotes nuevos es más severa. en cambio en las segundas la
poda es más sua ve.

• Re,"'isión de elásticos de injcrtación
Cuando el injerto comienza la etapa de crecimiento óptimo. lo que se relleja
en el diámetro de la 7.ona de injcrtación. se debe revisar el elástico y sollarlo
para evitar daños por estrangulamiento. El elástico se elimina
definitivamente al cabo de un año. dependiendo del grado y calidad de la
cicatrización de la herida.

• Endurecimiento
Durante el mes de enero siguiente a la injertaeión. ya se puede comenzar el
proceso de endurecimiento de los rametos injertados. Para este efecto. se
deben extraer dd invernadero y ubicarlos en vivero bajo un sombreadero
de malla «raschclh) de 50%. Los injertus pueden permanecer en esta
condición hasta el momento de su plantación. en el invicmo de ese mismo
año.

COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

La injertación y el enraizamiento de estacas son herramientas de macropropagación
vegetativa aplicables. con distinta finalidad productiva. a raulí. La injertación puede
constituir una forma adecuada para rejuvenecer material adulto para posteriormente
propagarlo por otros métodos (cultivo i/l l'tiro o estaquillado). asi como también para
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confonnar bancos O huertos semilleros clonales. El enraizamiento de estacas puede
contribuir a masificar material clonal rejuvenecido, su eficacia ha sido demostrada
con material proveniente de plantas micropropagadas, pero no queda claro si su
eficiencia en lérminos de costos versus tasas de multiplicación es mayor que la de
este último método. Tampoco se ha explorado la opción de producción masiva de
estacas de raulí a partir de un jardín c10nal de plantas madres. en un esquema similar
al utilizado. por ejemplo. con eucaliptos.

En el caso de raulí se recomienda injertar los arboles superiores en el mes de julio y
agosto. El tipo de injerto recomendado es el apical de cuña o hendidura.

La mano de obra capacitada y especializada en este campo, permite mejorar los
porcentajes de éxito de la injertación y además. detectar y solucionar problemas dc
los injertos en fonna prematura y eficiente.

La respuesta rizogénica de estacas de raulí, confeccionadas con material rejuvenecido
proveniente de plantas micropropagadas, no se ve inOuenciada en forma significativa
por la dosis hormonal utilizada para inducir la formación de raíces. Tampoco se
observa un efecto clonal importante. por cuanto todos los clones enraizan en fOnlla
homogénea. a diferencia de lo que ocurre con otros materiales. donde existe un fuerte
componente clonal en la repuesta rizogénica. Por el contrario, si se observa una
respuesta distinta en el enraizamiento, en función del origen de las estaquillas.
destacándose que aquellas provenientes del eje central de la planta enraízan en mayor
proporción (70 a 90%) que (ltTas originadas cn ramas lalerales (O a 50%).
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CAPiTULO 2.2

MICROPROPAGACIÓN DE ÁRBOLES PLUS DE
RAULÍ (NotllOfagus alpina Poepp. et EndL) PARA EL

ESTABLECIMIE TO DE PLA TACIONES
CLONALES.

Ana Maria Sabja ' . Oriana Or1iz~ y Claudia Trh'iño'

INTRODUCCiÓN

El Rauli. N(JI/IOIi~I.!II.~ tI/¡JlilO Pocpp. el Endl. (=/\r"Ot!lqf('!!II.f ¡J1t}("{'rll (Pocpp. ('/ Endl.)
Oersl = ¡\'p¡/lr!li~C:llr Ilerl'OX{/ (Phi!.) K.rasser). es una de las principales especies de su
género. representando ~I principal recurso fon:stal del bosque nativo chileno. Árhol
endémico de los bosques subantárticos de Chile y Argentina. crece en las laderas de
las ll1ont<lñas. a altitudc:oi inlcnnedias entre los 300-1.200 msnl11. prefiere los suelos
profundos con buen drenaje. Entre los factores limitanlCS que lo afectan se encuentran
las bajas temperaturas. las amplias nucluacioncs termicas. los suelos muy húmedos y
las estaciones secas prolongadas. Especie muy intolerante. exigente de luz, Árbol
monoico. caducifolio. puede alcanzar entre los 35 a 40 m dc altura y más de 2 111 <k'
diámetro. de nlpido crecimiento. tronco recto. cilíndrico. poco nudoso y libre de ramas
en la parte in ferior (Garrido el al., 1979; Il0tTmann. 19R2).

En la actualidad. estos recursos cobran nueva importancia como una fUL'nte de
diversificación de la producción forestal. En este contexto. la gran variabilidad que
aún represen la esta especie a lo largo de su distribución natural. resalla la conveniencia
de aplicar herramienlas de mejoramicnto genético en conjunlo con los nuevos
desarrollos biotecnológicos y lecnicas silvicolas de aval17ada. para incrementar su
producli\'idad y obtcner un beneficio sustentable dc su gran putencial económico c
industrial,

Actualmente. en Chile. se encuentra en desarrollo un programa de mejoramienlo
genético para rauli mediante el uso de semillas (sexual). Los niveles de producción de
semillas manifiesHln considerables fluctuaciones anuales. las que corresponden a
patrones cíclicos de variación (Gutierrez. 2000; Ipinza y Espejo. 2000). Por otra parte.
este proceso de produl'Ción transmite solamente una parte de las ganancias genélicas
de los indi\ iduos seleccionados. siendo sicmprc una m(:ta descah1c el traspa~ar todo

FunJa.;-i(ln Chlll:. 01 I·OR I -m.ul 3':Jhp u uaeh.d
InSlllUH> '¡'r""!.il, s....t... Hm Iil" l:.-1l1311 oonllll mfor el
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el potencial de la ganancia genética en volumen aprovechable a las plantaciones
operacionalcs (Kleinschmit el al.. 1993 l.

Para lograr tal objetivo, las estrategias de mejoramiento incorporan las técnicas de
propagación de los árboles seleccionados. En cste sentido, la propagación vegetativa
(asexual). permite lransfcrir toda la varianza genétiea a los deseendientes. duplicando
la ganancia genética asociada a los esquemas sexuales de propagación. ya que
aprovecha toda la variación genética existente (lkemori el (/1. 1994: Klcinschmit el

al., 1994: Talbert el al.. 1993).

La micropropagación es esencialmente una tccnica de propagación vegetativa y.
actualmente, es utilizada en la producción de plantas forestales en el ambito comercial
(Ahuja. 1997; Aitken Chrislie el al.. 1994; Cyr. 1998; Gleed el al.. 1995: Guimaraes
el al.. 1997; MacRae y Colteril!. 1997: Smith. 1997). Enlre eslas se cncuenlra la
organogénesis, técnica denominada comúnmente como micropropagación que utiliza
broles axilares y adventicios (Burger. 1989: Chalupa. 1987: Smilh, 1997) y la lécnica
de embriogcnesis somatica. Los dos primeros conllevan a la producción de plantas
micropropagadas vía organogenesis a través de la formación de estructuras unipolares
(brotes que deben ser enraizados en un proceso de varias etapas). En contraste, la
embriogéncsis somática origina embriones bipolares, es decir, aquellos que generan
en forola simultánea la parte área y las raíces de una plántula. a través de una serie de
etapas similares a la formación embriones zigólicos (Bhojwani y Razdan. 19R3: Thorpc
el al.. 1991: Smith. 1997). Aspeclos especificos de la aplicación de la embriogénesis
somática en rauli pueden consultarse en el capitulo 2.4 de esle mismo libro.

De acuerdo a los antecedenlcs exislenles (Ahuja. 1993, Carson el al. 1992; Franclet
el al, 1987; Libby YAhuja, 1993; Timmis y Aboe-Nil, 1987; Vieria el al, 1992). la
potencialidad de la micropropagacion radica en su alta capacidad de multiplicación.
en la reversión y mantención de la juvcnilidad y en la producción de plantas con
estructura radicular normal, aspectos que en definitiva permiten acceder a una
silvicullura altamente productiva.

Existen varios estudios de micropropagacion de. especies de /Volhf.?/ilgusque apuntan
a la clonación de los mejorcs fenolipos (Jordán el al., 1996: Hennosilla. 1998: Martínez
y Arena. 1995; Martínez el al., 1995). En cslas especies. se han ulilizado las técnicas
de organogénesis a partir de trozos de tejidos, yemas, secciones nodales y axilares
eslériles obtenidos de plantas juveniles. adultas y yemas de esferoblaslos (Jordán el

al., 1996: Hermosilla. 1998; Martinez y Arena. 1995; Martinez el al., 1995: Martinez
el al.. 1997; Martinez y Arena. 1999) y la embriogénesis somática que aún se encuenlra



en etapa de investigi.lción (Castellanos t"/ a/.. 2004). Ycuyos alcances se detallan en el
capítulo 2.3 de este libro.

Dentro dd proceso de micropropagación utilizando organogéncsis. se requiere una
serie de ctapas para la producción de plantas. las que a continuación se detallan:

" Selección y desinfección del material vegetal a propagar.
2, Establecimiento ele los cxpli.lntcs o secciones de tejido en medio nutritivo en

condiciones /i¡ ,Ú,v.

3. Multiplicación y elongación de los brotes.
4. Enraizamiento y
5. Aclimatación en invernadero.

La organogencsis en especies de ¡\'o//¡fl!ñgus ha utilizado medios nutritivos con bajas
concentraciones salinas. como es el Broadlcavcd Trec Mcdium (BTM). \Voody Plant
Médium (WPMj. y Murashige y Skoog (MS). los que han sido modificadus en las
concentraciones de los macronutrientcs. adición de aminoácidos. sustancias honnonales
y vilaminas (Jordán el a/.. 1996; Hennusilla. 1998; Martinez y Arena. 1995; Martinez
el al.. 1995 l. Sin embargo. Chalupa ( 1983) Y Martinez el a/. ( 1995) indican que el
medio BTM modificado. ha logrado buenos resultados en las espccies de QlIel"ClI.f y
NOlhl!/ilgll.l'. tanlo en la ctapa de proliferación de brotes como en la de elongación.
Jordán (1984 l. seilala que uno de los componentes dctennínantes en el cultivo'¡¡ I·¡¡'V

son los r..:guladorcs de crecimiento. y el requerimiento de estas sustancias varia
considerablemente en función del tejido utilizado y el nivel endógeno de fitohonnonas
naturales. De ~stc mooo. para la proliferación y elongación de explantes de yemas de
diferentes especies de NOI/¡q/ilgllJ· se han utilizado las citocininas BAP y 2 ip
combinados o junto a la auxina NAA o IBA o a la giberelina GA3. En cxplantcs
provenientes de embriones, el uso de BAP en combinación con kinetina y GA3 ha
cnlregado buellos resullados (Jordán y VC!ozo. 1991; Jordán el I//.. 1996; Martillez el

(l/.. 1995).

De acuerdo con Y1artín..:z y Arena (1995). el estadio óptimo de los brotes y yemas a
propagar corresponde al de sus primeras fases de activación, debiendo ser es(os
eolcctados durante otoño y primavera. En el caso de explantes obtenidos desde semillas,
éstos se colectan dcspucs de 2 a 3 semanas de iniciada la gcnninación. En forma
exitosa tambien se ha inducido material vegetal proveniente de renovales de lOa 15
años y de árboles adultos de 200 años de No//¡q/ilgllJ"pUlllllio, los que se inducen a
brotar en lahoratorio durante Agoslll-Septiembre. (Martinez y Arena. ¡996).
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El numero dc brotcs que se obtiene en cultivo ¡¡¡ vi/ro de NOlh,?!oglls nlplila, tiene
directa relación con el tipo de explante empleado. siendo el más adecuado las yemas
apicales y explantes de semilla (Hermosilla. 1998). Sin cmbargo. para N. plIlIl¡fio no
se encontraron diferencias cn el número de brotes obtenidos al utilizar como explantes
material juvenil o adulto (Martinez y Arena, 1996).

La ctapa de enraizamiento en especies de NOII¡C!¡ngllJ' se ha realizado con éxito
utiJi;wndo brotes de alrededor de 2 cm de largo, en tratamiemos de oscuridad y distintos
tipos y concentraciones de auxinas y medios de cultivos gelificados con agar (Martinez
y Arcna. 1996: Jordán er o/.. 1996). Se ha observado que las hojas de plantas
micropropagadas son heterotróficas (dependen de una fuente de carbono). pequeñas.
delgadas y, a menudo. poseen un pobre desarrollo de tcjido epidermal y dcl mesófilo.
Estas características afectan su función fisiológica y detenninan la necesidad de un
proceso de aclimatación. En varias especies se utiliza con éxilo el enriquecimiento
con COl durante el proceso de enraizamiento y aclimalación i" ,üro, lo que pernlite
producir plamas autotróficas y con un buen desarrollo cuticular y estomático. (Kosai.
1991 J. Otra alternativa utilizada en las especies dc NorhojágllJ' ha sido la aclimatación
en forma gradual de plantas micropropagadas en invernadero (Martínez y Arenas,
1996).

Este trabajo, enmarcado en el proyecto FDJ 00C7FT- l 2 «Silvicultura Clonal en RauJi
para Aumenlar la Productividad de Sitios Forcstales en la IX y X Regiones del Pais».
mediante tecnicas de rnicropropagación, busca obtener plantas plantables de material
genético adulto dc alto valor. seleccionado en anteriores iniciativas de mejommiento
(árboles plus de rauJi) y evaluar el comportamiento de este material mediante el
establecimiento dc ensayos c1onalcs. En este trabajo se presentan las metodologías
utilizadas y los principales resultados obtenidos en el proccso de producción de plan!."
a través de la técnica de micropropagación.

METOOOLOGíA

Elapa de selección del material vegetal y establecimiento

El material vegetal a micropropagar se obtuvo de 126 árboles adultos, quc corresponden
a árboles plus de rauJi con edades que f1uctúan entre 40 y 100 años. Los árboles
seleccionados se encuentran localizados en toda el área de distribución natural de la
especie. que abarca desde los 35' hasta los 4 l o de latitud Sur.
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Los árboles plus fueron seleccionados en lres iniciativas de mejoramiento genético:

1983 - 1989: CONAF, Cooperativa de Mejoramiento Genético
(CONAF/UACHIINFOR y Empresas Forestales) y el Complejo
Maderero Panguipulli (COFOMAP).

1997 - 2000: Proyecto FONDEF D9611 052 «Mejoramiento Genético
para Especies de Notltq/agusde Interés EconómicQ», co-ejecutado por
UACH e INFOR

1998 - 2001: Proyecto FDI 5551: 'Técnicas Silviculturales y Genéticas
para cuatro Especies ativas de Interes Comerciar'. ejecutado por
INFOR.

CUADRO 1
NÚMERO DE ÁRBOLES PLUS SELECCIONADOS EN LAS DISTl TAS

INICIATIVAS DE MEJORAMIENTO GENÉTICO EN RAULí.

Iniciativa de Número de árbol..
Mejoramiento plus seleccionados

(cloDes)

CONAF 32
UACH -INFOR 49

INFüR 45
TOTAL 126

Los árboles plus fueron seleccionados fenotípicamente en base a la rectitud y el
volumen. con una intensidad de selección promedio de un árbol cada 50 hectáreas.

De acuerdo a antecedentes bibliográficos (Martincz Pastur y Arcna, 1995; 1996), el
material vegetal óptimo pam iniciar el cultivo tillJtflVde IV: olpilloadulto. corresponde
a brotes apicalcs proveniente de yemas en desarrollo. Sin embargo, dado que este
material vegetal se obtiene solamente durante el inicio del crecimiento vegetativo
primaveral. y para avanzar en el proyecto, los primeros cultivos se realizaron durante
el mes de diciembre de 200 l. utilizando injertos y reinjertos como fuente de exphmtcs
con algún grado de rejuvenecimiento y menores niveles de contaminación. En la
práctica. el uso de esta metodologia demanda de un numero inicial de explantes muy
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alto. para asegurdT que el porcentaje de activación (inicio de elongación de broles in
1'//,.0), no sea deficiente en algunos clones. Por esta razón se decidió utilizar yemas en
estado de latencia, las que fueron colectadas entre los meses de febrero y julio de
2002 con el fin de mejorar los protocolos de desinfección.

En una fase siguiente, se utilizaron brotes apicalcs obtenidos de púas colectadas
directamente en terreno, durante las dos primeras semanas de se-pticrnbre. las cuale~

se colocaron en agua. por algunos dias, en un ambiente controlado. para activar la
brolación de las yemas. Una vez que el brote apical se clanga y pr~scnta uno o dos
pares de hojas desarrolladas. se procede a cosecharlos para su dcsinfcccion y cultivo
en laboratorio.

Elm31erial vegetal fue esterilizado con hipoclorito de sodio, en concclllfiJciones que
variaron de acuerdo al tipo de cxplantc entre 5 y 10%. Luego. en condiciones estériles
se lavaron cuatro veces con agua destilada estéril. Los brotes se cultivaron en
Sroadlcaved Trce Medium (STM) (Chalupa, 1983). El medio de cultivo fue
suplementado con 3% de sacarosa, O. l 25 mgll de BAP y 2,3 gil de Gelritc. Los cultivos
se mantuvieron en una cámara de incubación a 22 ± 2 oC. con un fotoperiodo de 16
horas.

Elapa de multiplicación y elongación de brotes

Los explantes se subcultivaron a un medio nutritivo fresco cada 21 dias. A medida
que ocurría la elongación de los brotes, éstos se seccionaron y cultivaron para continuar
el proceso de multiplicación. El medio de cultivo fue BTM, utilizando la misma
concentración honnonal de la etapa anterior. pero n.:duciendo la sacarosa al 2%.

Etapa de enraizamiento

Para esta etapa se utilizó el protocolo de enraizamiento señalado por Martíncz Pastur
y Arena (1995). en el cual se colocan explantes apicales de 2 a 3 cm de largo con dos
pares de hojas, en un medio basal BTM con los macronutrientes reducidos a la mitad.
adicionando 0,61 11M de IBA Y 1,5% sacarosa. Los explantes fueron colocados durantc
una semana en oscuridad y luego en condiciones de luz (fotopcriodo de 16 horas).
donde permanecieron hasta el traspaso a la clapa de acondicionamiento (15 a 18 dias).

46 e i\PITULO 2.2: Microprupagaci(,,,.



Etapa de acondicionamiento en laboratorio

Para evitar las condiciones de estrés. que usualmente ocurren en plantas
micropropagadas al transferirlas a invernadero. se estableció un procedimiento de
acondicionamiento en laboratorio que consiste en cultivar los brotes. enraizados y sin
enraizar. en envases cerrados que contienen sustrato compuesto por turba y perlita
(50%) aJ que se le adiciona un medio nutritivo liquido (BTM). reducido a la mitad y
sin sacarosa. durante un período de dos a tres semanas.

Etapa de aclimatización eo io\'ernadero

Luego de la etapa de acondicionamiento en laboratorio. las plantas son trasladadas a
invernadero donde son transplantadas a tubetes circulares de 120 cc. en un sustrato
compueslO por turba y perlita (50%). Al SllStrdlo, previamente. se le adiciona OSl1locotc
15-9-12. un fertilizante granular de Jenta entrega. en dosis de 5 Kglm'.

Inicialmente. las planlas son sometidas a condiciones de alla humedad (90%). la que
gradualmente se va reduciendo hasta lograr aclimatarlas a condiciones ambientales
nonnales. L'sh:: proceso li~ne una duración de 3 semanas. aproximadamcnl~.

RESULTADOS Y DISCUSiÓN

Selección del marerial ,'egetal )' establecimiento

A partir de 126 clones de rauli. ulilizando broles apieales de injerto de invemadero.
yemas y broles apicalcs obtenidos de terreno. se OblUVO un lotal de 14.158 explanles
que fueron cultivados JlI I'I/IV. Esto pennitió definir el comportamiento dclm3tcrial
vegetal a la desinfección. calidad de material que se activa y continúa en el proceso
de mieropropagación y comportamiento de los clones durante el cultivo Ú, litro.

Cultivo de brotes apicalcs de injerlo de invernadero

Los primeros cultivos se iniciaron en el mes de diciembre de 2001. utili:t...,ando C0l110

cxplantcs secciones apicalcs de púas procedentes de 16 clones adultos injertados y
mantenidos en invernadero. A partir de este material se.; logró establecer '" I'¡¡/V 7
clones (C101\ N~ 3. 23. 38. 43.53.55 Y5X).
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Cultivo de yemas en latencia

Este material se obtuvo a partir de púas con yemas en latencia del Huerto Semillero
Clonal de Huillilemu de CONAF, entre los meses de febrero y julio. Las yemas se
desinfectaron, posteriormente se extrajeron las cubiertas de las yemas (pérulas) y
cultivaron i" ,''''v en el medio nutritivo BlM. Oc los 30 c10ncs iniciados. 21 se
mantuvieron en cultivo durante 3 meses. en algunos casos las yemas se desarrollaron.
sin embargo: los brotes obtenidos finalmcnte necrosaron.

Cultivo de brotes apieales de árboles adultos de terreno

La principal dificultad en la aplicación de la técnica descrita por Mat1ínez Pastur y
Arena (1996) para obtener brotes a partir de púas en rauli, es que ésta exige su colecta
una semana antes de comenzar la brotación (apertura yemas latentes). con una
desinfección previa de ellas en terreno.

Los árboles plus se encuentran dispersos en arcas muy extensas. lo que demanda una
gran cantidad de desplazamientos; adicionalmente. para obtener el material es necesario
escalarlos, por lo que la operación requiere de mucho tiempo y no pennitió aplicar el
procedimiento de desinfección en terreno.

Luego de algunas pruebas preliminares. el procedimiento con mejores resultados
consistió en colectar púas durante la primera y segunda semana de septiembre.
desinfectarlas (Streploplus y Captan 1gil. en ambos casos) e inmediatamente forLarlas
a brotar en condiciones de laboratorio.

En general, al momento de iniciar los cultivos, el estado fisiológico de los brotes era
muy heterogéneo. lo que probablemente condicionó que el porcentaje de activación y
estabilización del material fuera muy variable entre los distintos clones. Se consideró
estabilizado el material cuando el brote desarrollado Ii¡ .'liro se separó del explantc
inicial.

Multiplicación y elongación d. brotes

Dc los 126 clones de raulí llevados a cultivo, se logró estabilizar e iniciar la elapa de
multiplicación en 47 provenientes de las diferentes fuentes de origen de los explantes.

La variación clonal que se alcanza con este material adulto. en respuesta a la
multiplicación de aquellos que fueron injertados en invernadero, se muestra en la figura l.
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FiJ.:urll 1: T:'I~a de multiplic-ación lit.' brotes de 7 clones en un periodo de 12 mesc:-

La variación c10nal que se ak:.mza con este material se observa en 7 clones. los que
presentaron una lélS¿¡ de multiplicación de 1: 1a 1:4 brotes por explantc a los 5 meses
de cultivo ill l'fllrJ, A los 12 meses de cultivo. la l(lsa de muhiplicación nuctua entre
1:2 y 1:62 brotes por explanle_ Los resultados obtenidos indican quc la lasa de
muhiplicación es variable entre clones. tal C0l110 se aprecia en el c10n N" 23. que a
partir de 5 explanles iniciales generó 151 brotes y en el clon N" 43 con el que desde 3
cxplantes iniciales se obtuvo 120 brotes. al cabo de 5 meses.
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La respuesta a la multiplicación de clones provenientes de brotes apicares de árboles
adultos de terreno. se ejemplifica en los 14 clones que se muestran en la figura 2. En
este caso la lasa de multiplicación observada fue de 1: I a 1:23 brotes por explante
inicial a los 6 meses de cultivo. A los 12 meses las tasas de multiplicación varian entre
1:2 brotcs y 1:230 brotes por explante (figura 2). Probablemente, la oblención dc
mejores resultados con este material se deba al conocimiento adquirido en el manejo
de esta especie en cultivo.

Estos resultados demuestran que para la producción masiva de plantas se requiere de
un periodo de 12 meses para alcanzar tasas de multiplicación aceptables como se
observa las figuras I y 2.

En otros estudios. utilizando material juvenil, se han obtenido tasas de multiplicación
de 1:7 y 1:11 al cabo de 63 dias (Martinez PaSlur y Arena. 1996).

Enraizamiento )' acondicionamiento en laboratorio

En general, los porcentajes de enraizamiento de brotes durante su pcnnanencia en el
medio de inducción de raíces varian de acuerdo al clan. Tal como se muestra en la
respuesta de 16 clones (cuadro 2). el porcentaje de brotes que inician raíces en el
medio de inducción no es definitivo. ya que este valor se eleva en la ctapa de
acondicionamiento y aclimatación en invernadero. Esto se observó luego de colocar
en sustrato los brotes que no presentaban raíces visibles, los que sobreviven y presentan
un crecimiento aéreo activo y desarrollo mdicular. El acondicionamiento realizado en
laboratorio pennitió que las plantas fueran capaces de ser autotróficas antes de su
traspaso a invernadero, aminorando de este modo el estrés y la mortalidad de ellas.
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CUADRO 2
PORCENTAJE DE PLANTAS ENRAIZADAS IN VITRO y PORCENTAJE

TOTAL DE PLMTAS ENRAIZADAS DESPUÉS DEL
ACONDICIONAMIENTO DE 16 CLONES DE RAULí

% de plantas 'Y. de plantas
Clon enraizadas enraizadas después

In vitro de acondicionamiento

3 58 90
12 74 100
23 36 94
37 41 94
38 68 96
40 50 88
43 34 60
44 34 97
53 90 95
58 42 90
88 21 92
93 60 93
120 25 100
121 60 89
131 55 100
141 70 96

Durante esta etapa se observaron aumentos en el tamaño de la hoja. iniciación de
raíces, elongación apical y radicular (figura 3). Oc acuerdo a lo obtenido en ensayos
preliminares con material no acondicionado, en algunos clones, este acondicionamiento
logró incrementar 3 veces la sobrcvivencia del material en invernadero.
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Figura J; PI amas rnicropropagada~de raulí. dcspucl' dc dos semanas de acondicionélmicmo en
laboratorio

Aclimatización cn invcrnadero

El procedimiento utilizado para el acondicionamiento y aclimatización de las plantas,
reduciendo la humedad en invernadero. ha pennilido mantener una alta sobrevivencia
de aquellas producidas en laboratorio. Los resuliados que se preseotan cn el cuadro 3
y en las figuras 4 y 5 corresponden a plantas producidas tiJ virJV de 39 clones y
establecidas en invernadero.

Figura 4: Plamas micropropagadas de raulí en in\'ernadero y en condiciones dc alla humedad
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Figura S: Planta.... micropropagadas de rauli. ya aclimatadas cn invcrnadero.

CUADRO 3
NÚMERO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS y ESTABLECIDAS

EN INVERNADERO DE 39 CLONES DE RAULÍ

CloD N° d. Plantas CloD N° d. PIlOtas
en iDvernadero en invernadero

3 284 6S 53
6 50 66 252
7 260 69 175

10 130 80 122
11 82 88 482
12 543 93 350
'18 57 97 113
19 53 98 151
23 331 102 59
26 98 105 89
33 357 120 507
37 351 121 334
38 325 126 149
40 334 128 80
42 117 '130 33
43 315 131 418
44 418 132 175
53 426 138 '163
55 103 141 582
58 473 TOTAL 9,394
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CONCLUSIONES

Una de las etapas críticas del proceso de micropropagación, es la calidad y sanidad
del material vegetal con que se inicia el proceso de multiplicación til Ilitro.

El acondicionamiento realizado en laboratorio logró disminuir a un 5.7% la mortalidad
de plantas en invernadero, aumentando significativamente la producción de plantas
para su establecimiento. También. se observó que el crecimiento de las plantas no se
detuvo una vez traspasadas a invernadero, lo que se traduce en una disminución
importanle del estrés.

En invernadero se han establecido 9.394 plantas proveniente de 39 clones. para
posteriormente plantarlas en ensayos clonales en terreno. Los resultados obtenidos
indican que las lccnicas de micropropagación permiten obtener plantas aptas para
utilizarlas en operaciones de nivel productivo. a partir de material vegetal adulto
colectado desde árboles plus.
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CAPiTULO 2.3

LA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA COMO
ALTERNATIVA PARA LA REGENERACIÓN IN

VITRO DE RAULÍ Y ROBLE.

Hcnncs Castellanos'; Manuel Sánchez-Olatc~ y Darcy Rios 1

INTRODUCCIÓ~

Del conjunto de especies del género JVolho/áglls distribuidos hacia el occidente de la
Cordillera de los Andes en Chile, el rduli (NOlho/ilgIlS II/plilll (Poepp. el Endl.) Oers!.)
y roble (Nolnq/i'gltso!J/ilflfU (Mirb.) Ocrst.) concitan especial atención. particu!armcl1tc
debido a su pOlencial silvicola. la calidad de sus maderas. su distribución y relaliva
abundancia en el sur de Chile. los ha convenido en especies de alto ¡nteres económico.
principalmel1le en la industria del aseffio (Donoso elllf, 199X; Grosse y Quiroz, 1998).

Hasta ahora. las vías de repoblación con estas especies se han basado en el manejo de
rcnovalcs. dehido a Su relativa facilidad de reloñación desde el locón y raíces y su
potencial de crecimiento. Según Grossc y Quiroz (1 tJ98). dichos rcnovales. en la
aCllmlidad. se encuentran dominados por especies del género NotllOjugus. pudicndose
encontrar ejemplares de entre 40 y 80 alias de edad. aproximadamente. Su regeneración
natural también se lleva a cabo a través de semillas. aunque debido a su característica
de intolerancia a la sombra. esta sólo es exitosa en lugares donde el suelo mineral se
cncuentra expuestu y en presencia de luz (Donoso elol.. 199R). A su vez, la repoblación
artificial Illediante siembra directa no se encuentra exenta de dificultades. debido a
variados t~lctores como baja viabilidad de las semillas. condiciones I.:specialcs
requeridas para la germinación, producción cíclica de semillas, ataque de insectos
consumidores del cndospcrmo y embrión de la semilla. entre otros (Loewe el 01.
1997a; 1997b).

La micropropagaci6n por vía organogénica, también ha sido aplicada a estas especies
con diferentes resultados. Ensayos realizados especialmente con material juvenil de
roble (Martinez-Paslur y Arena, 1995; Muñoz, 1999), rauli (Martinez-Pastur y Arena.
1996; Sanchez-Olale e/III.. 2004), ñirre (Martinez-Paslur e/III.. 1997) y lenga
(Martinez-Pastur y Arena, 1997) dan cuenla de la posibilidad de regenerar IÍI J'Iim

crecimiento adventicio dc nuevos brotes y raíces. aunque las tasas de. proliferación
c-3ulinar y niveles dc enraizamiento varían considerablemente entre especies e incluso

Eshllil3-nlc ()oclurndl> CienCiaS Fore~lalcs Urll\cr-.id¡uJ de ('UIICcJll;lún. t:-mall: hc:sstcltanos(l/ lIdr:c el
: Profesor aSOCiado f:u:llh.ld Clenclalo 11In·!oI.i1clo. Um>t.'rsldad dc Concepción [-m¡nl: m~:lI1chc~U lIJL-c.c1
l Pmfc'.or ilSOlClild,1 b..:ult:hl Clcnclas Forcitalcs. Um\'crsldad dI:" COnCl:"po.::hln... -mall: .lnosr.. udC.c.c1
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entre procedencias. No obstante, en estudios realizados con raulí. Sánchez-Olate t!,

a/., (2004) lograron establecer los protocolos de micropropagación de esta especie.
logrando la multiplicación y producción de mierotailos viables para la fase de
enraizamiento in vitro. También se desarrollaron los protocolos para la
mieropropagaeión de rauli en el marco del proyecto FDI"Silvieuhura Clonal en Rauli
para Aumentar la Productividad de Sitios Forestales de la IX y X Regiones del país".
cjec.lItado por el Instituto Forestal y la Universidad Austral de Chile. En este caso, se
trabajó con árboles plus de Tauli. generando copias vegetativas para el establecimiento
de ensayos c1onales. Los detalles de este trabajo pueden consultarse en el capitulo 1.2
de este mismo libro (Nota del Editor).

Por otra parte. en diferentes investigaciones con otras especies de la familia Fageceae.
como aquellos realizados en los géneros Quercus (Manzanera. 1992: Fernández­
Galiano el af. 1997; Kim el af. 1997; Mauri el al.. 2001) Y laslaflea (Xing el af.

1999; Corredoira el tlf. 2003) se ha logrado inducir embriogénesis somática y
caracterizar masas callogénicas de tipo proembriogénico. que dan lugar a la formación
de diferentes estados de desarrollo de embriones vegetativos. desde estados globulares
a embrioides plenamente diferenciados. los cuales. luego de completar el proceso de
maduración y en ocasiones. tratamientos pregerminativos como la deshidratación o
almaccnamiento en fria. logran gcmlinar e incluso ser transferidos a condiciones il/

1''''0 en donde crecen satisfactoriamente.

En tal sentido. las técnicas de cultivo iI, Ii/IV mediante la embriogénesis somática
proporcionan una valiosa herramienta para la multiplicación de las especies de este
género. siendo el potencial para regenerar estructuras bipolares (Margara, 1988) y la
alta capacidad rcgcncrativa de este método (Picrik. 1990). dos de las principales
ventajas que presenta. De esta manera, el utilizar un cxplanto apropiado. las
características del medio de cultivo y las condiciones ambientales. son tres aspectos
clave. los cuales de ser manejados en forma idónea para una especie en particular.
probablemente otorguen buenos resullados en inducir esta vía de propagación en
muchas especies leñosas (van Amold ('{ tlf. 2002).

En este trabajo se analiza el efecto de las condiciones del medio de cultivo.
principalmente en cuanto a la concentración de macronutrientcs y reguladores de
crecimiento en la inducción dc masas proembriogénic3s a partir de semillas en estados

incompletos de maduración de roble y raulí, e identificar aquellas fonnacioncs que
presenten características macromorfológicas que permitan inferir su capacidad
procmbriogenica, expresando su potencial morfogénico para diferenciarse hacia los
estados Imis avanzados de un embrión somatico. Lo anterior permite establecer las
primeras bases de este tipo de regeneración en estas especies.

60 CAPITlJLO 2.3: Elllhriogén~"ii., St)fll~ítica



METODOU)(;íA

El proceso se inicia con la cosecha de frutos de roble y raulí en estados incompletos
de maduración. los primeros. cosechados en la comuna de El Carmen. Provincia del
Ñublc. Octava Región y. en el caso de raulí. proporcionados por el Instituto Forestal
desde el hueno semillero Huillilemu. comuna de San Jose de la Mariquina. Provincia
de Valdivia. Deeima Región de Chile. La colecta de ¡¡'utos de ambas especies se llevó
a cabo entre la segunda y lercera semanas del mes de enero de 2003.

Es.ablecimi,·nto del <u!li,·o

Tras la limpieza de los frulos y eliminación de las brácteas protectoras de la nuez. las
semillas fueron rlJl:Sla~ en remojo en agua corriente durante 48 horas. al final de las
cuales se rcaliLó ulla pmcba de notación eliminando del estudio aquellas semillas
vanas. El procedimiento de asepsia consistió en cllavado de las semillas en una solución
de elanol al 70% (v/v) durante 3 minutos. seguido de un enjuague en agua destilada
estéril. para luego efectuar un lavado durante 20 minutos en una solución de hipoclorito
de sodio comercial al 500/0 (v/v) más 2 gotas de surfactantc doméstico (Quix'). La
asepsia finalizó con 3 enjuagues sucesivos en agua destilada estéril de 3, 4 Y5 minutos,
rcspectivarnL'ntl'. Todo el proceso se realizó bajo agitación constante. Las semillas
quedaron dispuestas para su posterior manipulación en llna solución de agua destilada
cstcril con 100 mg/I dl' CloramfenicoJlt.

Ayudado cun llna lupa (,'stcreoscópica y con material quirúrgico previamente
esterilizado. se procedió a eliminar la lesta de las semillas a fin de dejar al descubierto
el eje embrionario completo y los cotiledones de las semillas (figura Il. sobre los
cuales se indujo la formación de callo. Inmediatamente extraídas de la semilla, dichas
cstructurns flJ~ron cultivadas en los diferentes tratamientos de inducción.

le

Fil:ura 1: (icrmtlpl¡l~lI1a Je Inicio para In lllJUl,.~¡;jón de cmbriogcllcsis somatica. (A) Semillas de roble.
(U) Scnlllla~ Jl,.' muli. te) SClllllla de roble ';111 Il~SI<I seminal, mostrando ambos tlpo~ de explalllo. eje
l'mbrionarin (eel y l·otikJull~" (cot).
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Soluciones minerales base

En los tratamientos de inducción, como base se utilizaron las soluciones minerales
MS (Murashige y Skoog, 1962) y WPM (LJoyd y McCown. 1980). Ambas soluciones
minerales fueron complementadas con 2 mgll de tiamina, 2 mgll de piridoxina, 10
mgll de ácido nicotinico, 10 mgll ácido ascórbico. 2 mgll de pantatenato de calcio,
100 mgll de m-inositol, 600 mgll de prolina, 500 mgll de caseina hidrolizada. 600
mgll de glutamina, 80 mg/l de sulfato de adenina, 30 gil de sacarosa y 6 gil de agar. El
pH en todos los casos fue ajustado en 5,8 ±0.01 antes de su estcrilización en autoclave
a 121°C y I atmósfcra, durante 20 minutos.

Secuencia de cultivo

Se emplearon 10 tratamientos de inducción (TI a TI O), con los que se probó diferemes
tipos y concentraciones hornlOnales, básicamente del tipo auxinas y citoquininas. En
esta etapa, con una duración de aproximadamente 10 semanas. además se evaluó el
efecto de la concentración salina en el medio base inductor de callo. para lo cual la
solución MS se aplicó con su dosis de macronutrientes diluida a la mitad (tratamientos
TI a T3) y completa (lratamientos T4 a T6). Además se evaluó el efecto que tiene
sobre la inducción callogénica una concentración creciente de auxinas en el medio
nutritivo (enlre I y 15 mgll de 2,4-D) manteniendo la concentración de citoquininas
estable. en niveles basales. Por su parte. en los tratamientos T7 a TI O. en medio base
WPM, se evaluó el efecto de diferentes tipos de auxinas y citoquininas combinadas a
bajas concentraciones (entre 0,2 y 2 mgll de 2,4-D, ANA, zeatina y kinetina) sobre la
inducción de embriogénesis somática indirecta, y por tanto. en el potencial para inducir
la foonación de callo como en las características proembriogénicas de este. Con el fin
de determinar el efecto de las distintas soluciones minerales. tipos y concentraciones
hormonales en la inducción de estructuras proembriogénicas. se realizó una
caracterización macromorfológica de las mas~s caliogénieas con potencial para
regenerar tales estructuras. Al cabo de 30 dias de cultivo. se evaluó el porcenlaje de
explantos con respuesta callogénica y el porcentaje de explantos cuya respuc-sta
callogénica reúne características de tipo proembriogénico. Un resumen esquemático
con la secuencia de cultivo y resultados obtenidos pueden apreciarse en la figura 2.
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INDUCCiÓN
MI ERALES MS; WPM

AUXINAS: 2......0: ANA (1 11 1S hllJI'L)

CI"lOQUININAS: Kin. Zca(O.2 11 2 mp1..)

PROLIFERACIÓN
MINERALES MS

AlrXINAS: 2. 4-0; ANA (0.111 O.S m,n.)

CITOQUININAS: Kin: BAr (0,1 a O.S m¡!L)

MANIFESTACiÓN

MINt::.RALES MS 114

SIN REGULADORES DE CRECIMIENTO

MADURACIÓN
MIl\ERALES MS

ACIIX)ABSCtSICO ~O.l a 2 mgIL)

CITOQUININA5: BAP(O.1 11 2 mgfl.)

GERMINACiÓN

MINERALES MSIJ4WPMI/4

SIN RI:GULAI)()RI-.5 lJ~ CRt:.CIMIl:.NTO

Figura 2: Secuencia de cuhivo y resultados oblenidos por etapa en cmbriogéncsis somlllica en raulí.

Luego de la fase de inducción. los agregados fueron transferidos a la fase de
proliferación eallogéniea. Con este fin se empleó la solución mineral MS con dosis de
macro y micronutrientes completa, más la adición de las combinaciones homlOnalcs
2,4-D + kinctina y ANA + BAP a bajas concentraciones. las cuales variaron entre 0,1
Y 0,5 mg/l. El cultivo permaneció durante 3 scmanas en estas condiciones, sin
subcultivo a medio fresco. Posteriormente y con el objetivo de pemlitir la aparición
de neocstructuras cmbrionarias, los agregados caIJogénicos fueron transferidos a la
fase de manifestación, para lo cual se aplicó la solución MS con sus macronutrientes
diluidos a un 25% (MS".). sin reguladores de crecimiento, durante 3 semanas. Con lo
anterior. finaliza la primera de 2 macro-etapas de este ensayo, tras lo cual, empleando
embriones somáticos en estado cotiledonar se IIcvó a cabo la maduración de tales
estructuras en medio base MS. un contenido dc sacarosa de 30 y 60 gil Ycombinaciones
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de ácido abscisieo (ABA) y la eitoquinina BAP. en niveles de entre 0,1 a 2 mgll.
pennaneciendo en estas condiciones durante 2 semanas. Por último. se estimuló la
genninación de los embriones maduros. tanto en la solución MS como \VPM con sus
rnacronutrientes diluidos a un 25%. sin reguladores de crecimiento.

Condiciones ambientales

El cultivo pennancci6 en oscuridad continua. a temperatura ambiente de 25 ± 1°C.
desde el comienzo de la fase de inducción hasta los 10 primeros dias de la elapa de
gcmlinación, tras 10 cual. los embriones germinados fueron transferidos a la luz con
un fotopcriodo de 16 horas. temperaturas de 25 ± 1°C de dia y 20 ± 1"c de noche y
una intensidad luminica de 3.000 lux.

RESULTADOS

Inducción desde Ejes Embrionarios Aislados de Roble

Respuesta eallogéniea

A partir de este tipo de explanto inicial. transcurridos 10 días de iniciado el cultivo se
logró inducir callogcnesis en todos los tratamientos empicados. En los primeros dias
en medio inductor. el eje embrionario (ee) experimentó un ligero aumento de tamaño
tanto en dirección longitudinal como transversal. dcstacandosc en general la aparición
de las primeras evidencias de callo en uno de liS extremos, correspondiente a la
región del cpicotilo y. en segundo lugar, a partir de la región radicular. siendo el callo
derivado de estas zonas reactivas el que prolifera hasta cubrir completamente el
ex planto inicial, lo que ocurre aproximadamente a los 20 dias (figura 3).

Fij;tura ,1: (A) Inducción de .:allo dcsde eje!> embrionanos dI: roblc (B) rruhfcr.l.CIÓn cdulurdcsde e~lremos

dc cmbrión /.igólico (flecha). (C) Agregados pro-embriogénico!> (flechas) al ll-rmino de la clapa de
mducclI)n.
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A los 30 días de cultivo. la respuesta callogénica en roble. osciló entre 72,2% y 94.4%
en T4 y T6. respectivamente (cuadro 1). no existiendo diferencias significativas entre
tratamientos para esta variable. No obstante. en los trdtamicntos T7 a TIU (medio
base \'IPM). un promedio de RK4% de los ex plantos regeneraron callo. en contraste;:
a182.1 % observado cnlos tratamientos con medio base MS. Estas respuestas coinciden
con otros resultados en fagaccas. en los que se establece que la composición en
macrosalcs de cada tipo tic medio tic cultivo generan respuestas organogénicas distintas
(Xing e/ul. 1999: Femández Galiano e/al. 2001; Manzanera. 1992). Elmcdio MS
con dilución de sus rnacrosales se aplicó Lambicn en un estudio realizado con variedades
de Ctls/rJl/e(/ empleando cotiledones como material inicial (Piagnani y Eccher. 1990).
los resultados obtenidos en un medio relativamente rico en sales de amonio. muestran
que es esencial la presencia dc este tipo de compuestos nitrogenados. como urca y
purina para inducir embriogenesis somática.

CUADRO I
PORCENTAJE DE CALI.OGÉNESIS y CALLO PRO-EMBRIOGÉNICO AL

TÉRMINO DE LA FASE DE INDUCCIÓN Y POSTERIOR RESPUESTA
PRO-EMBRIOGÉNICA DE ACUERDO AL MEDIO INDUCTOR. F:N EJES

EMBRIOI\ARIOS DE ROBLE.

Tnllmit'nto Solución Rf'gul.dor~ El.planlO5 (-t.) ullo pro- Rrspunf. ml:'dio
¡aducción mlotnJ crft'imiulo con callo t'mbriogfnico muirt'5laclón

C~.J

TI MS'>7 2.-1-0' Km 7':,6 JO.l Callu pro-cmbrlt'~~'"I('o

T2 MS.n 2,4-0 -t- 7..t3 91.K 5.6 Callo pro-cmbnogenlco

T.1 MS 1" 1.4-[) + Kin 7R,N 24.6 C:.dlo rro-cmbri~lgcmco

T' MS 1,4...1) t Km 71.1 (,:!A Agregado:-

oro-embrio ,tnlco"

T5 MS .:!.4-0 ~ 7..e3 79.~ '.' CsllO!!-cncsls

T6 MS 2.~-O . Kin Q... ,.t ..' Callo rro..(:·mbnll~cnILo.
:Ul.rCllaOOs oro-i.'lllhnn 'cnlllh.

T7 WrM 1.4-0 • Kin S.S.l 30.4 Callo pro-.:rnbri"gcmc'l

T:< WP\i 2.4-0' ÜU n.K 60,2 ClIll0 pw-cmbrio¡,:elllw

1'9 \1,'1'\1
2A-0 • Km

Sl.'.2 <\0.2 Callo pro·cmbnugcnkoANA

TIO WPM
2.4-0 ~ lea

84,tI 75,4 Callo pro-cmbnúgémco.
• ANA
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Caracterización macromorfológica.

Con ayuda de la lupa estereoscópica es posible distinguir y caracterizar diferentes
tipos de agrupaciones celulares. las que le otorgan a las masas callogenicas un carácter
heterogeneo en cuanto a sus características de friabilidad, color. textura. estado de
agregación y capacidad de proliferación. Basándose en estas características, a
aproximadamente 40 dias de cultivo ya existe la posibilidad de identificar diferentes
líneas callogénicas tendientes a diferenciarse tras un proceso embriogénico. O por una
via de proliferación no definida. De esra manera. el proceso inductivo sobre embriones
zigóticos muestra las siguientes líneas caJlogénicas:

• Línea de proliferación no definida (LPND): Los callos presentan una
coloración que va desde el marrón hasta el amarillo pálido. Presentan
por lo general una consistencia firme, poco friable. en ol:asiones
ap<Jrentemente húmedos en SIl superficie. Pese <J presentar
irregularidades como algunas formaciones nodulares, son formaciones
bastante compactas y homogeneas que no dejan lugar a la fonnación de
clusters o agregados celulares. Las zonas más oscuras presentan poca
capacidad de proliferación. la cual es más elevada en i.:iqueJ1as zonas de
callo más claro.

• Linea proembriogénica (LPE): ESle tipo de callo presenta coloraciones
que abarcan desde marrón claro al amarillo y blanquecino pálido, con
muy poca proliferación de células cristalinas alargadas. En apariencia
tienen una consistencia firme, pero al manipularlos por lo general se
disgregan en múltiples estructuras nadulares. Presentan un estado de
agregación bastante irregular, sobre todo a partir de la cuarta semana de
cultivo, apareciendo agregados o dusters en su estructura. Tienen una
alta capacidad de proliferación. regenerando agregados celulares de las
mismas características; sin embargo. la aparición de organizaciones
celo lares aparentemente independientes del resto del callo, no evoluciona
hacia un estado embriogénico temprano.

Inducción de callo Proembriogenieo,

Como fue descrito en la caracterización maeromorfológica, la inducción de callo a
partir de ejes embrionarios derivó hacia una linea proembriogénica. obteniéndose
dicha condición en un 56.6% de los explantos en medio WPM. ti los 30 días de cultivo.
Sin embargo. lo mós evidente con respecto a esta variable en cste tipo de material de
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inicio, es que la inducción de este tipo de callo es mayor a bajas dosis de auxinas y
cilaquininas, presentándose los mayores porcentajes de callo proembriogénico en
los tratamientos T4, T8, T9 Yno (62,4; 60,2; 60,2 Y75,4%, respectivamente), enlre
los cuales la más alta concentración auxínica corresponde a 2 mgll de 2,4-0.

A diferencia de la inducción desde cotiledones aislados, la inducción desde eje
embrionario, presenta la pérdida de las características pro-embríogénicas conforme
aumenta el periodo de cultivo, de esta manera, ciertos agregados celulares derivaron
hacia una condición de proliferación no definida. Pese a la alta proliferación de callo
dc apariencia proembriogénica, desde las estructuras nodulares y agregados celulares
no se evidencia la aparición de estados embriogénicos tempranos, tal vez debido al
estado de maduración de los ejes embrionarios lo que puede indicar una baja capacidad
de dcsdiferenciación y morfogénesis de este material. Bajas dosis auxínicas, en
ocasiones. combinadas con niveles menores de citoquininas se han empleado con
éxito en la inducción de cmbriogénesis somática en otras especies de la familia
Fagaccae (Piagnani y Eccher, 1990; Pinto el 01., 1992; Mauri el 01.,200 1).

La falta de evolución de las lineas proembriogénicas a estados más avanzados en la
génesis de embriones somáticos puede deberse a la falla de una secuencia de cultivo
y balance hormonal adecuados, asi como también a un estado de juvenilidad
insuficientc del explanto inicial, lo cual fue declarado por Femández Galiana el 01.
(1997) como el factor más determinante en la inducción de embriogénesis somática
por sobre el medio de inducción, en un ensayo efectuado a partir de embriones zigóticos
de (}lIerr:lIsjágineo en diferenles estados de maduración.

Inducción desde tejido cotlledonar de raull.

La inducción de callo proembriogénico desde cotiledones presentó patrones de
respuesta diferentes a los resultados obtenidos con ejes embrionarios, mostrándose
mucho más reactivos a la formación de callo procmbriogénico pcsc a existir en este
caso la dificultad inicial de una alta incidencia de contaminación, principalmente
bacteriana, aparentemente de tipo endógena, lo que provocó la pérdida de gran parte
de este material. Debido a la aplicación que pucda tener la inducción de embriones
somáticos (ES) desde semillas, al tratarse de especies nativas, el problema
anteriormente mencionado hace necesario la búsqueda de nuevos protocolos de asepsia,
idóneos para estos tipos de explanto. Con estos tejidos se obtuvo las dos lineas
callogénicas descritas para ejes embrionarios (LPNO y LPE); sin embargo, en este
caso es posible describir macromorfológicamente una tercera linea de proliferación
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celular. la cual luego de aproximadamente 16 semanas de cultivo dio origen a embriones
somáticos en estados globulares. los que derivaron a las fases torpedo y cotiledonar.

• Linea embriogénica (LE): Este tipo de callo. presente sólo a partir de
cotiledones. presenta coloraciones desde amarillo pálido a blanco y una
gran proliferación de un tipo celular filamentoso y cristalino que en
ocasiones cubre toda la masa callogénica.

Su aspecto es friable. disgregandose en pequeños fragmentos al
manipularse, aunque no con tanta facilidad como la LPE. Su capacidad
dc prolifcraeión es alta. aunque menor que la LPE. Es evidente la
formación de agrcgados o c1usters con mucha prcsencia de celula
cristalina, siendo en estas zonas del callo donde es posible idcntificar
embriones somáticos en diferentes estados de desarrollo (figura 4).

Pese a la alta capacidad de regeneración embriogénica. ésta se presenta de manera
asincrónica. pudiendo encontrarse simultáneamente diferentes estados de desarrollo,
así como embriones somáticos con malformaciones cotiledonarcs y germinación
precoz. de manera similar a lo encontrado en QlIerclIs slJber y Qllerell.J robllr
(Manzanera. 1992: Pinto el al., 1992). De igual modo. transcurridos aproximadamente
sesenta días de cultivo. es posible apreciar cmbriogénesis somatica directa sobre la
superficie cotiledonar, bajo la forma de estructuras globulares que aparecen
espontáneamente sin un estado de callo intemledio.

Figura 4: (A) Callo embriogenico. indUCido desde cOliledones de raulí. (8) Porción colilcdOllar (flecha)
de embrión somatico de raulí. emergiendo desde agregados pro~mbnogenlcos. fC) Mulliples l.onas de
proliferación embriogeniea (nechas) luego de 2 semana" en medio de manifestación.

En el caso de embriogenesis somatica directa (ES directa). tras la separación dc tales
estructuras desde el tej ido madre en un estado globular, no se obtienen estados más
avanzados bajo las condiciones ensayadas. Esta dificultad se supera manteniendo las
estructuras embrionarias conectadas al tejido nodriza hasta un estado de torpedo
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avanzado o cOliledonar. La capacidad prolifcrativa de los agregados es similar a lo
observado en ejes embrionarios de roble, obteniéndose el mayor porcentaje de
callogénesis (92.6%) en ellratamiento 10, en medio base WPM, aplicando en fonna
combinada las auxinas exógenas 2,4-D y ANA. A su vez, los porcentajes de callo
procmbriogénico obtenido. en ningún caso superan al mejor tratamiento desde ejes
embrionarios. obteniéndose un máximo de un 580/0 de cxplantos que regeneraron
agregados de estas características en el mismo tratamiento número 10. Sin embargo.
la consideración de estas variables por sí solas puede resultar engañosa, puesto que la
magnitud de éstas no necesariamente se relaciona al potencial embriogénico del
material. como queda demostrado en el tratamiento 6, con elevados niveles de 2,4-D.
en el que luego de transferir a medio base sin reguladores de crecimiento se obtuvo
embriones somáticos. Las di ferenles respuestas obtenidas tras el período de inducción,
proliferación y manifestación, en lo que resultaron ser las mejores combinaciones
hormonales y soluciones minerales empleadas en el estimulo inductivo para cotiledones
aislados de semillas de raulí, son resumidas en el cuadro 2.

CUADRO 2
PORCD/TAJE DE CALLOGÉNESIS y CALLO PRO-EMBRIOGÉNICO AL

TÉRMINO DE LA FASE DE INDUCCIÓN Y POSTERJOR RESPUESTA
PRO-EMBRIOGÉNICA DE ACUERDO AL MEDIO INDUCTOR, EN EJES

EMBRIONARIOS DE ROBLE.

Tr1Itamienlo Solución Reguladores EIplulos (Y.) ullo pro- Respuesla medio
inducción mineral crecimiento con caUo (·1.) embrio2énico manlfeslación

TI MSI!1 2,4-0 + Kin 68,4 26,0
Callo pro-embriogénico.

estructuras Illobularcs
Estructuras globulares,

T6 MS 2,4-0 +- Kin 89,2 18.8 torpedo, embriones
sornáLicos coliledonares
Estructuras globulares.

TJ WPM 2,4-0'" Kin 87,2 37.2 torpedo. embriones
somáticos cOliledonares

2.4·0 + Zea
Estructuras globulares,

TlO WPM
+ ANA

92.6 S8.0 Embriogénesis somática
directa

El callo embriogénico fue proliferado en fonna satisfactoria, tanto con la combinación
hormonal 2,4-D + kinelina, como con ANA + BAP. en los que concentraciones de
entre 0.1 y 0,5 mgll pcnnilen propagar regulannente tejido con un alto potcncial
embriogénico. La ausencia de reguladores de crecimiento promueve la expresión de
lodo estc potencial, siendo necesaria una fase dcl cultivo en estas condiciones para
lograr la conversión hacia un embrión somático. A su vez, los embriones en estado
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cotiledonar fueron madurados bajo una combinación mineral y hormonal. mediante
la cual tras la aplicación de ABA se logra controlar la embriogénesis somática recurrente
(ES recurrente) que dificulta la conversión a planta: por su pane. mediante las
concentraciones ensayadas (O, I a 2 mg!l) y período de aplicación de BAP (2 semanas)
no se observó algún efecto marcado en las tasas de germinación y control de la ES
recurrente.

En medio base sin reguladores de crecimiento se obtiene la generación masiva de
embriones somáticos. generalmente proliferando desde las regiones del hipoeotilo y
cotiledonar de los embriones somáticos primarios. siendo posible emplear este tejido
como nuevo explanto para la generación de diversas líneas embriogenicas (figuras
5A y 5B). Estas condiciones. en las cuales la aparición de embriogénesis somática se
genera principalmente en fon"a directa desde la epidermis del tejido nodriza, se
muestran muy propicias para implementar el uso de cultivo liquido o bio-reactores,
para homogenizar los calibres embrionarios, automatizando la producción agran escala.
La genninación de los embriones somáticos corrientemente ocurre en forma espontánea
al transferir a condiciones apropiadas. es decir. disminuyendo la concentración salina
del medio. sin hormonas exógenas (figuras 5e y 5D), lo cual se ha conseguido bajo
las mismas condiciones de cultivo para genninar embriones zigóticos de esta especie
(Muñoz. 1999), sin embargo, al igual como ocurre en castaño (Xing el (11.. 1999). las
lasas de conversión a microplántula han sido relativamente bajas. del orden de un 8%.
principalmente debido a dificultades en la expresión radicular y/o caulinar, a la
aparición de embriogénesis somática secundaria y diversas malformaciones como
hipocotilos y cotiledones fusionados.

Figurll s: (Al Embriogcnesis somática secundaria en raulí. (B) Macizo con alta proliferación dc diversos
estadios c:mbriogénicos. (e) Genninación in "ilro de embrión somático dc raulí. (D) Mlcroplántula de
rauli generada rncdianle el1lbriogenc:sis somálica. creciendo ¡il 1'ff1V.
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Como puede apreciarse en la figura anterior(5A). los embriones somáticos secundarios,
desde el estado globular. se unen al tejido materno por medio de una estructura análoga
al suspensor. observado en gimnospennas (van Amold et al., 2002). lo que pemlite
una manipulación relativamente fácil para su aislamiento, con ayuda de instrumental
óptico, ya sea con fines de promover su genninación o estimular la aparición de nuevas
estmcturas embriogénicas. No obstante los altos niveles de proliferación embriogénica.
los cuales se han mantenido por aproximadamente un año sin pérdida aparente del
potencial morfogénico, se hace necesario profundizar los conocimientos acerca de la
segunda macro-etapa del protocolo. la cual contempla la maduración de los embriones
somaticos. su gcnninación y conversión a planta. Sin duda alguna, resulta interesante
estudiar en futuros ensayos el efecto del potencial osmótico y fuente de carbono en la
maduración. así como pretratamientos en frio de los embriones. además de todo el
proceso de aclimatación y transferencia a condiciones ex vitro. Sin embargo. de acuerdo
a los antecedentes aquí expuestos, la embriogénesis somática es una realidad como
alternativa de propagación tanto en raulí como potcnciHlmentc en el resto de los
Nothofagus, en que el afinamiento de los protocolos desde material juvenil servirán
como base pam la propagación en masa de tejido adulto seleccionado mediante esta vía.

CONCLUSIONES

Pese a efectuar idénticos tratamientos de inducción para dos tipos de explanto,
resguardando a la vez las mismas condiciones ambientales, la obtención de embriones
somáticos sólo se logró utilizando cotiledones aislados del eje embrionario. lo que
expresa una mayor capacidad embriogénica de este tipo de tejido. bajo las condiciones
ensayadas. Dicho fenómeno se presentó tanto a airas dosis auxínicas como a cantidades
relativamente bajas de este componente. en este último caso. con una estrecha relación
auxina/citoquinina. La transferencia a condiciones sin reguladores de crecimiento es
clave para pcnllitir la expresión del potencial embriogénico. El tipo de explanto inicial.
su estado fisiológico. estado de maduración de las estructuras embrionarias y el aspecto
clonal (genotipo del organisrno donante). se han convertido, en este caso. en factores
que influenciaron el éxito en la inducción de embriogcnesis somática.

Tras la aplicación de tratamientos inductivos que resulraron exitosos en la generación
de embriones somáticos, la no aplicación de una etapa de maduración o tratamientos
pre-genninativos resulta en la profusión de lIna muy elevada cantidad de embriones
somáticos mediante cmbriogéncsis secundaria, lo cual. aunque dificulta la conversión
a planta, pennite la regeneración en masa de líneas embriogénicas. Fue posible obtener
microplántulas normales luego de un proceso de maduración tras la aplicación de
ABA. las cuales crccen satisfactoriamente ¡'l/litro.
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CAPiTULO 3.1

SELECCIÓN DE SITIOS PARA EL
ESTABLECIMIENTO DE ENSAYOS CLONALES DE

RAULí (Notltofagus alpilla (Poepp. et Endl) Oerst.)

Juan E. Schlattcr l y Hans Stcucr'

INTRODUCCiÓN

LI especie Nor//(?/;~c:w'(I/ptilfl (Poepp. el Endl.) Oersl ha sido fucnemclllc cosechada
en el país. por constituir un árbol de madera muy valiosa. Por este motivo fuc noreada,
es decir. se cortaron los mejores individuos de cada bosque ¡nten'coido. Es así que
dcspucs de 1980 quedaron muy pocos ejemplares de buena calidad fenotipica. En
consideración de esta situación. se inició en 1996 el proyecto FO DEF D9611 052
para dar curso a un programa de ml'joramiento genético para especies de NOlho/iI,f?ll.f

de ¡nlNés económico. desarrollado por cllnstitulO Forestal (INFOR) en conjunto con
la Universidad Austral de Chile (UACh) y la Corporación acional Forestal (CONAr).
A este lo siguió un proyecto FDI sobre tecnicas silviculturales y genéticas para 4
especies nativas de interés comercial. desarrollado por INFOR, y por una iniciativa
dc CO AF se instaló el hueno semillero I-Iuillilemu para especies nativas. al cu~illc

siguió postcrionncnte un hucno semillero cerca de Nchume. con el apoyo de la empres..1
Forestal Ncltumc C'armnco S.A. En estos proyectos fueron seleccionados algunos
árboles remancntes de rauli. de alta calidad fenotípica, para llevar adelante un plan de
mejoramiento genético. De ellos se obtuvo tejido vivo. con el fin de implementar los
hucnos cJollales de individuos de alta calidad. para resguardar las reservas gcnéticlJs
aún accesibles. Dc c~tos huertos es posible obtener semillas y además tejido para
proceder a la multiplicación vegetativa. y por este intcffilCdio lograr un gran número
de plantas de raulí de alta calidad genética.

El esfuerlo de producir plantas, en calidad de clones. de esos árboles scle.ccionados.
ha sido t.:norme. Pero, antes de iniciar plantaciones masivas. se consideró fundamental
que las plantas producidas por cultivo de tejidos sean ensayadas en las condiciones
más representativas para la especie. en sitios en que ella originalmente ha demostrado
cxito. Esta problenuitica ha sido abordada por el proyecto FDI - CORfO 00C7fT-12
"Sil\'icultura Clonal en Raulí para Aumentar la Productividad de Sitios Forestales en
la IX y X Regiones del Pais". del cuál este trabajo fonna pane.

Un!\ .-rsidad AU~lfllt de (hile E-mail J...:hlau <l uach.c1
CLI'OR "-TIl!!II: hstcucr(t1cclorcl
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La selección de los sitios para el establecimiento de ensayos genéticos es un hito muy
relevante para la calidad de los rcsultados a obtcner en plantaciones. La razón radica
en que la expresión del fenotipo del arbol es una función de su constitución genética
y la variación ambiental en la cual crece y se desarrolla. Por lo tanto, mientras menos
variable sea el sitio. la expresión fenotípica tiende a reflejar mejor la expresión genética.

El objetivo del presente trabajo es explicar la metodologia que se aplicó en la elección
de sitios donde establecer ensayos con raulí seleccionado, con su caracterización.
para evaluar la reacción que tendrá la especie al ser establecida en entornos diferentes

y para identificar una posible interacción entre sitio y genotipo.

MATERIAL Y MÉTODO

ASPECTOS CONCEPTUALES

El sitio es el espacio lisieo que ocupa un bosque. constituyendo un lugar geográfico
con una condición medioambiental propia. El sitio forestal es definido por Schlaner
el a! (2003) como la combinación de faclores del clima y del suelo en un área
determinada de la superficie terrestre, con condiciones homogéneas para el desarrollo
vegetal. Un sitio se diferencia del vecino por cambios significativos en el crecimiento
de los arboles o en la composición vegetal. como respuesta a un cambio en las
condiciones medioambientales. El desarrollo logrado por una especie forestal o un
bosque, expresado en ténninos de producción de biomasa, volumen de madera o altura
superior de los árboles. es lo que se conoce eomo calidad o productividad de sitio.
Difcrentes combinacioncs de factorcs ambientales pueden. en consecuencia, ser causa
de resultados distintos en el crecimiento de una especie forestal.

Los factores medioambicntales tienen distinta ponderación en su efecto sobre el
desarrollo vegela\. El clima es cl principal factor porque él define la existencia de
especies vegetales en cierta región geográfica e innuye en su vigor. El suelo, en cambio.
es más importante en la productividad y sólo en casos extremos decide la presencia o
ausencia de una especie vegetal. Por este motivo los sistemas de clasilicación de
sitios se fundamentan en las variables climáticas para los primeros niveles de
clasificación y luego en las variables de suelo (Schlallcr y Gerding, 1995).
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PROCEDIMIENTO

La selección de terrenos para ensayos clon31cs de rauli. utilizó un sistema de
clasificación de sitios desarrollado para Chilc por Schlarter el 01 (1995) para la X
región. y por Schlatter el 01 (1994) para la VII. VIII Y IX regiones del pais. El
sistema se basa en experiencias europeas y fue adecuado a las condiciones del país
por MolI y Schlancr (1979). Yposteriormente mcjorado por Schlattcr y Gerding (1995)
YSehlatter (199S).

Chile se divide en seis macrorcgioncs diferenciadas en sentido latitudinal (Schlalter e
Hidalgo. 19X2) (Figura 1). Para el presente proyecto se consideró las macroregiones
Centro (3) formada por lasregiones VII. VIII YIX, YSur (4). formada por la X Region.
las que cubren la distribución geográfica del raulí.

Figura 1: Regiones macroclimalicas en Chile.
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Cada una de estas macroregiones se subdivide cn unidades geográficas menores:

Zono de crecimiellto: Subdivisión de una región macrociimática; Se
dcfine por la variación longitudinal del clima, causada por cambios
geomorfológicos mayores (cordilleras). Es aplicable para explicar el
cambio de especies y las diferencias de productividad. Estas subregiones
se caracterizan en función dc las variables climáticas: precipitación
anual, humedad relativa del aire (estival). número de heladas y periodo
libre de heladas.

Distrito d~ crecti"iellto: Subdivisión de la antcrior: Se deline por el
clima en su variación latitudinal (aproximadamente cada 30 minutos de
grado). Permite precisar la elección de especies forestales y determinar
diferencias de productividad en la zona de crecimiento, también sirve
de base para diseñar ensayos a escala mediana (Ej.: 1:250.000). EstJÍ
compuesta por varias áreas de crecimiento. Las variables climáticas
que considera. adcmás de las anteriores son: tcmpcratura promedio anual
y la longitud del periodo seco.

A'reo de creClilliell/o: Subdivisión de la anterior. representada por
unidades geomorfológicas mayores. distinguicndose por niveles
altitudinales (cada 400m existe un cambio climático significativo) y
por diferencia en el material de origen y/o morfologia de los suelos.
Asocian grupos de sitios afines para la planificación forestal.

La distribución natural de No/hoftgus alpi/la se utilizó como base para la búsqueda
de sitios representativos. recurriendo para ello a material cartográfico del Labordtorio
para Sistemas de Infonnación Geográfica del Instituto de Silvicultura dc la UACh,
que posee las últimas actualizaciones del catastro de bosque nativo. Por lo tanto. se
obtuvo el material cartográfico base: la distribución natural de los tipos forestales
Roble-Rauli-Coigüe y Coigüe-Rauli-Tepa. a escala 1:250.000. para las provincias de
Malleco, Cautin y Valdivia. Además. se utilizó la información del sistema de
clasificación de sitios indicado anteriormente (SOT. Schlaller y Gerding. 1995),
también a escala 1:250.000. Luego. para poder definir las zonas y distritos de
crecimiento a los cuales están suscritas las áreas elegidas como representativas de
NnlllOjágus alpina. se traslaparon ambas coberturas.

La clasificación de sitios citada no distingue áreas de crecimiento en la zona de
crecimiento de alta cordillera (zona 4). donde en general se concentra la mayor
proporción de NOtllOftgUS a/pi/lo. Es por ello que la caracterización de I:.IS áreas de

78 CAPITULO 3.1: Sclccción de sitio, para c,,,av.,, donale,



crecimiento en esta lona se efectuó de manera individual. Para este fin se empicaron
anteced~ntcscomo \,.'Ilk los :",uclos vulcanicus dl' Chile (INIA, 19X5), cartas I(jM COIl

curvas de nivel,! la descripción climática de Santibáñez y Uribe (1993). Información
COIllO las series de suelo y l;ls altilUdes también fueron traslapadas y ajustadas a la
base l'artogralka ya ante:, oe:"'crita (figuras 2, 3 Y 4).

El proy~cto en que se ~nl1\arca este trabajo cOnlel11plaba la selección de (, sitios
dentro de las n:giones IX y X. abarcando y n.'presentando las dos regionc~

macrodimatica~(Centro y Sur) donde se distribuye principalmente :Va/nq/i¡gllsa/pillll.
inseno en los lipos forestales Roble-Raulí-Coigül.:' y Coigüc-Rauli·Tcpa.

Las úreas COIl rauli de la Cordillera de la Costa no fueron consideradas en la selección
de sitios debido a que:

La principal población de raulí SI.: ..:ncul.:ntra en la Cordillera de los Andes.
Raulí se encuentra disgregado en la Cordilll.:'r:.I de la Costa y ocupa allí sitio~ de
menor interés productivo para 1<1 especie.

El restringido numero de :-.itios para el proyecto obligó pondcrdr en primer lugar la:-.
vari¡j~ione~ dill1álil'a~ Ia(i(udinale~ dentru d..: las rcgionl.:s del arcO:I natural de raulí.
d~sdc Malleco al sur, l11anteniendo una equidistancia entre ellos. En segundo lugar se
con,idcró la ,oorioh1c altitud: 500 XnOl11snl11 (9 10"0)' ROO - 1000l11sol11 (R 9"C.
tl'mp~ralUra Illedia anllal).

La IX Region del pais se earactcriZ¡l l'limalicallll.:'J1l1.:' por una abundante plu\ iometria
y un pl.:'riodo sc~ú estival oc 3 a 5 Illeses. Estas condiciones determinan en forma
significativn las caraeteristicas de la composición tlorística y el nivel de productividad
del hosque.

Por otra parte. la X Región se distingue clim<1ticamcntc por present<lr ulla alta
pluv;ol11ctria. que fa\'orccl' la formación de hosques de alta producción.
Esporúdicamcnte pU~lh: presentar un periodo seco de 1-2 meses, el cual sin embargo
no afecta a la vcg.l,,':'lacióll bOSCOS,lo Más grave resulta el efecto del exceso de
precipitaciones invcmaks. que satura sucios delgados en tl'ITCnOS planos y deprimidos.
Hal'i;:¡ .:1 sur. l(ts bajas lemperaturas constituyen ulla limilante crecieme para \.~I

desarrollo de los ¿¡rboles.

Los ~itio~ sekl:cionados para esl<Jblccl.'r los ensayo~ c1onak~ de raulí considerados el1
el proyecto. se ubican en las provincias de Malleco. Cautín y Valdivia (figuras 2. -' Y
4. respectivamente).
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I Al-. urbsnas

I T1pO FOf8SIaI CcigOe-Rautl-T_

I TIpo F"-I Rollle-RauIl-<:oigIle

I Cuerpos de aguaoZ'ona de "lbkac iÓt, de Msayos .

Figura 2: Ubicaci6n de ensayos en la rrovincht de Malleco

...

La figura anterior y las siguientes muestran el resultado de sobreponer las cartas de la
clasificación de sitios y la distribución de los tipos foreslales con raulí. Sobre estas
carlas base se indica el lugar en que se seleccionaron los sitios para los ensayos.
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Figura .l: Ubil-al,,'¡un de ensayos en la I'rm ¡ncia de Caulín

En la provincia de Mallcco se seleccionaron 2 sitios sobre suelos de la serie Sama
Barbara. ell exposiciones Sur. a 700m y 900111 de elevación y con una precipitación
entre 2.500 y 3.0001111ll anuales. En la provincia de Cautin los sitios se seleccion::mm
sobre la serie Iluerere. en exposiciones Sur y Oeste. en altitudes de 500 y 800111 Ycon
lIna precipitación aproximada de 3.000111111 anuales. En la provincia de Valdivia se
selcct.:ionu un sitio sobre suelos eje transición entre la serie Liquilie y la serie Ralun.
a X70mslll11.. en una exposición Oeste: un segundo sitio se seleccionó sobre la serie
Ralun. a 70011150111 .. con exposición Noroeste. Ambos sitios de la provincia de Valdivia
presentan lIna precipitación superior a los 4.000 mm anuales.

D~ norte a sur se privilegió sitios más cálidos <J medida que el clima es más frío. en
consideración a la preferencia de la propia especie. En todos los sitios los ensayos se
previeron en bosques degmdados. con una cobertura de 20 - 50 % (árboles adultos en
estado de vejez), de acuerdo a la preferencia propia de la especie. de regenerar bajo
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cobertura de protección. En estos bosques se procedió a controlar el sotobosque.
generalmente de coligüe y/o de regeneración y rebrote de especies nativas, muchas de
ellas dañadas por ramoneo animal.

IJ.-...­
I~F_

C*"R..T.,.

Ir... ­
R.t. It....C lal.

I e-paodo_

• SiiDe da.-yD

Figura 4: Ubicación de ensayos en la provincia de Valdivia

CARACTERÍSTICAS DE LOS SITIOS PARA LOS ENSAYOS

SlTIOS SELECCIONADOS EN PROV. DE MALLECO: RESERVA fORESTAL

MALLECO, SECTOR NIBLlNTO

Sitio bajo (Reserva Malleco, sector Niblinto. Pro,'. Malleeo)

Ladera baja en una colina, con exposición Sur-Oeste, a 745msnm. con 45% de
pendiente, recta a cóncava, pero con contomo convexo a recto. El sitio presenta drenaje
rápido y un estrato arbóreo dominante de raulí, tineo y coigüc, y codominante de
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