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RESUMEN

Actualmente existe una gran demanda por plantas con un alto potencial de
crecimiento y valor comercial. La propagacion clonal a través del cultivo de
tejidos permite obtener un gran nimero de copias de Ias genotipos,
resultando en ganancias productivas en un plazo bastante mas corto que
utilizando la propagacion por estacas. Dentro de las técnicas de cultivo in vitro,
la micropropagaciéon por medio de la induccion de brotes axilares ha sido
ampliamente utilizada en Iz produccién comercial de diversas especies de
Eucalyptus, por la facilidad en su aplicacion y por la maycr estabilidad
genética que se obtiene respecto a otras técnicas in vitro.

En esta especie, existe una alta variabilidad clonal en las raspuestas de
induccién, multiplicacion y erraizamiento de brotes en la formac 6n de piantas
micropropagadas. Por lo tanto, en este documento se entregan antecedentes
que consideran la aplicacién del protocolo de micropropagaciéon para
determinar el comportamiento de clones de valor genético y comercial, en la
obtencién de brotes multiples y posteriormente formar planta micropropagadas
para la produccién de setos y eventuales test clonales.

INTRODUCCION

A mediados de |la década de los 80, las empresas forestales del pais inician el
desarrolio de un importante patrimonio basado en plantaciones de especies del

género Eucalyptus. Este patrimonio que en el dltimo tiempo alcanza gran

relevancia, constituye un recurso de creciente participacién en la economia
forestal del pais, producto de las caracteristicas altamente fevorables que
presenta el pais para su cultivo.

Las empresas forestales han adoptado técnicas altamente desarrolladas en la
produccién de plantulas de vivero, técnicas de establecimiento y manejo de
plantaciones, alcanzando en estas actividades casi el potencial total para el
desarrollo de buenas plantaciones.

El mejoramiento genético constituye una de las herramientas mas importantes
para aumentar y de manera continua la productividad de nuevas plantaciones
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y la competitividad de sus productos. Es a través de la seleccion genética la
oportunidad de transferir a las nuevas plantaciones caracteristicas de
individuos notoriamente superiores a la poblacibn media existente. Sin
embargo el mayor beneficic de esta estrategia estara determinado por la
rapidez en que esta transferencia pueda ser realizada (Le Roux y Van Staden,
1991).

Bajo la técnica comUnmente usada para realizar dichas copias esta la
macropropagacién o multiplicacion por estacas, que presenta dificultad en el
caso particular de Eucalyptus y el proceso de generacion de copias es escaso
y limitado. La micropropagacion surge entonces como una nueva herramienta
tecnolégica que permite transferir rapidamente a la produccion masiva este
material superior seleccionado (Hartney, 1982; Lakshimi Sita, 1992; Le Roux y
Van Staden, 1991).

A través de un convenio de Cooperacion Cientifica y de Transferencia
tecnolégica, la empresa Nippon Paper Industries Co. Ltda., ha transferido a la
Universidad Austral de Chile, la tecnologia de micropropagacion de las
especies de Eucalyptus, para que esta ultima en forma operativa, a través de
CEFOR S.A., realice su aplicacién al sector productivo del pais.

El proyecto de micropropagacion de Eucalyptus globulus, se inicio en junio
1997, en el laboratorio de Micropropagacion y Biotecnologia Forestal de la
Facultad de Ciencias Forestales.

Este proyecto consta de dos fases. En una primera fase. a escala experimental,
se requiere validar y ajustar el protocolo base a las condiciones locales,
utilizando para esto diferentes clones de alto valor genético. Para la
implementacion de esta fase, se ha elaborado y disefiado el proyecto
denominado “Desarrollo de la tecnologia de micropropagacion de E. globulus”,
el cual cuenta con apoyo firanciero de Corfo a través del Fondo Nacional de
Desarrolio Tecnologico y Productivo. En este proyecto se invitd a participar a 5
empresas forestales quienes cediendo sus clones para evaluar el potencial
que poseen con las técnicas de micropropagacion.

La segunda fase consiste en la aplicacién de la tecnologia para producir
masivamente, a partir de clones seleccionados, las plantas micropropagadas
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con las cuales se establecen ias plantaciones clonales con plantas idénticas en
calidad genética.

APLICACION DEL PROTOCOLO DE MICROPROPAGACION EN
EUCALYPTUS GLOBULUS

Material vegetal

Para realizar el proyecto de micropropagacion, se seleccionaron 63 clones de
alto valor genético de E. globulus. Los clones se clasificaron en das categorias
de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas que presentaban: irjerto material
rejuvenecido por medio de podas (clones N°1 al N°56) y secciones de ramas
de arboles 2 a 3 afos (clones N°57 al N°36). Las plantas madres, se
prepararon con fumigaciones peridédicas y podas para incentivar la induccion
de brotes adecuados para su utilizacion en el proceso de micropropagacion.

El proceso de micropropagacidn involucra una serie de etapas que comienza
con la desinfeccién de pequefas secciones nodales obtenidas desde ramas e
insercibn en un medio nutritivo estéril, luego la inducc én de brotes
axilares, la multiplicacibn de estos brotes, enraizamiento, hasta la
aclimatacién y obtencién de plantas micropropagadas (Diagrama N2 1). Todo
el proceso de micropropagacion desde la induccién de los brotes hasta el
enraizamiento se realiza en salas de laboratorio con ambientes controlados,
fotoperiodo de 16 horas luz v temperaturas de 23 - 24°C. La aclmatacion de
las plantas se realiza en invernadero.

Induccién de brotes axilares
Las secciones nodales desinfectadas, se cultivan por 40 dias en un medio

nutritivo estéril al que se !e adiciona reguladores de crecimiento, para
promover el desarrollo de los brotes axilares.
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Fig. 1 Porcentaje de secciones nodales vivas y con desarrol o de brotes
axilares de E. globulus, después de 40 dias de cultivo en
laboratorio

La mayor parte de los clones presentan un alto porcentaje de secciones
nodales vivas y con desarrollo de brotes axilares (activacion), como se indica
en la figura N°1. Un 56% de los clones que entran al proceso de
micropropagacién muestran porcentajes de sobrevivencia y activacion sobre
el 70% vy por cada seccién nodal se promueve el desarrolio d= 1 a 2 brotes
axilares. Por otra parte, solamente un 11 % de los clones presentan valores de
sobrevivencia y activacion manor al 20%.

Multiplicacion y elongacion de brotes miiltiples

Después de mantener las secciones nodales durante 40 dias en el medio
de induccion, los brotes axilares que se desarrollan se seccionan y
traspasan a un nuevo mecio nutritivo, donde se inicia la multiplicacion y
elongacion de estos brotes.

En esta etapa que dura entre 2 a 8 meses, los brotes que se originan se
dividen y se subcultivan cada 30 dias a un medio nutritivo fresco. La
potencialidad de multiplicacidn de brotes in vitro, es una cond:cién intrinseca
del clon y esta bajo control genético (MacRae y Cotterill, 1997), esto se
demuestra claramente en la variabilidad de respuestas de multiplicacién que
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Promedio del numero de brotes por

seccion nodal activada

se obtuvo en los clones en los que se aplico el orotocolo de
micropropagacion.
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Fig. 2 Promedio del nimero de brotes por seccion nodal activaia para los
distintos clones de E. globulus, después de 5 meses da cultivo in
vitro.

e se contabilizaron solamente los brotes que mostraban una longitud igual o superior a 0.5 cm.
e enlosclones N°7, 8y 31 se contabilizd 49, 26 y 91 brotes respectivamente por cada seccién

nodal inicial

Durante los 2 primeros meses, el nimero de brotes axilares que se origina,
es de 1 a 2 por secciéon nodal ; a partir del tercer mes de cultivo el nimero de
brotes se incrementa progresivamente. En la figura N° 2 se observa que
algunos clones poseen la capacidad de producir un nimero de considerable
de brotes in vitro, como es el caso del clon N* 7, 8, 15, 18 y 34 que durante
la evaluacion registraron un promedio de 49, 26, 17, 91 y 16 brotes
respectivamente por cada seccion nodal inicial cuitivada.




El porcentaje de clones iniciados desde injertos rejuvenecidos y arboles de 2 a
3 afos, se comportan en forma similar en cuanto al potencial de multiplicacion
de brotes originados por seccion nodal inicial (cuadro N°1). Un 2% de los
clones que se iniciaron en cultivo no sobrevivié al proceso de multiplicacién
después de 5 meses de cultivo in vitro, un 52 a 57 % de Ios clones se
multiplicé a una tasa menor z 4 veces por seccién nodal y entre un 43 a 46 %
de los clones origina 4 brotes por cada seccion nodal.

Cuadro 1. Clones de injertos rejuvenecidos y de arboles de 2 a 3 afios de E.
globulus , clasificados segtin el nimero de brotes obt2nidos por
secciéon nodal , después de 5 meses de cultivo in vitro

Origen planta madre |% clones clasificados segun la tasa de
multiplicacion de brotes

_ X <4X = 4X
Injerto rejuvenecido 2 52 46
Arboles de 2 a 3 arios 0 57 43

Enraizamiento y Aclimatacién

El proceso de enraizamiento se realizé en condiciones de laboratorio (control
de fotoperiodo, temperatura, humedad y CO2) y utilizanco sustancias
hormonales que estimulan la induccion de las raices en los brotes apicales.
Los brotes se colocaron en vermiculita y al cabo de 30 dias se evalu6 la
capacidad de enraizamiento.

En este momento existen en proceso de enraizamiento un total de 20 clones
gue seran evaluados proximamente. A la fecha, se encusntran en el
invernadero 150 plantas micropropagadas de 6 clones. El porcentaje de
2nraizamiento de estos clones fluctud entre 34 a 82% (figura N°4).
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Fig. 4 Porcentaje de enraizamiento obtenido en 6 clones de E. globulus
después de 30 dias de cultivo in vitro.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que Eucalyptus globulus responde positivamente a la
multiplicacién in vitro y produccion de plantas micropropagadas con el método
utilizado. No obstante, y como es de esperar para esta especie, el
comportamiento entre clones es diferente.
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