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RESUMEN

La baja resistencia al frio de Eucalyptus globulus es uno de los factores que restringe

su desarrollo y limita su crecimiento y area de cultivo.

Existen opciones tecnoldgicas para sobrellevar este problema. Entre ellas el
mejoramiento genético tradicional, basado en la seleccion, evaluacion y posterior
masificacion de individuos con mayor tolerancia, se perfila como una opcién de gran
interés. Esta ha sido implementada mediante la formulacién y ejecucion del proyecto
FONDEF DO0011036 “Captura de Genotipos para el Desarrollo de una Raza de E.

globulus Tolerante al Frio”, cuyos resultados se presentan y analizan en esta memoria.

Se proponen alternativas de uso para el material genético seleccionado en el proyecto
mencionado, sugiriendo que los clones tolerantes al frio podran ser usados para
establecer plantaciones comerciales clonales en sitios afectados por bajas
temperaturas; conformaran un material idoneo para labores de investigacion; y podran
constituir una poblacién de infusion que aporte tolerancia al frio a los programas de

mejoramiento genético de E. globulus de las principales empresas forestales del pais.

Se identifican otras alternativas para sobrellevar las limitaciones impuestas por el frio al
cultivo de E. globulus, se analiza su aplicabilidad y se concluye que: Es posible utilizar
especies alternativas a E. globulus para establecer plantaciones en sitios afectadas por
heladas; se puede mejorar la frio-tolerancia inicial de las plantas mediante técnicas de
endurecimiento; se pueden desarrollar programas de hibridacién de E. globulus con
otras especies de Eucalyptus que aporten tolerancia al frio a las progenies hibridas;
existe wn gran potencial para mejorar esta caracteristica mediante tecnologias de

transformacion genética, pero su aplicacion operacional no es inmediata.
Se recopilan antecedentes respecto a los efectos de las bajas temperaturas, como

factor de estrés sobre las células vegetales, y respecto a los mecanismos involucrados

en la respuesta de las plantas ante esta condicion. Se presentan antecedentes que

Vi



describen el comportamiento de E. globulus ante el frio, concluyendo la existencia de
suficiente variabilidad intraespecifica como para respaldar programas de seleccion

individual y clonacion de individuos frio tolerantes.

Palabras clave: Eucalyptus globulus, mejoramiento genético, resistencia al frio.
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SUMMARY

The low cold resistance of Eucalyptus globulus is the main factor that limits its growth
and restricts the cultivation areas.

There are several technological options to face this problem. One of the most
interesting is the traditional breeding and genetic improvement, based on selection,
evaluation and finally mass production of the most resistant trees. This option has been
implemented through the formulation and accomplishment of the FONDEF project
D00I1036 “Genotype collection to develop a Eucalyptus globulus cold-resistant line",

whose results are shown and analyzed in this memory.

Alternative uses of the genetic material selected in this project are proposed,
suggesting that cold tolerant clones could be used to establish clonal commercial
plantations in sites affected by low temperatures; they will conform a suitable material
for future research; and they will be able to constitute a infusion population that supply
cold tolerance to genetic improvement programs of E. globulus leaded by the main
forest companies of the country.

Other options to deal with the limitations imposed by the cold to the culture of E.
globulus are identified, its applicability is analyzed and the conclusions are: It is
possible to use alternative species to E. globulus to establish plantations in sites
affected by frosts; the initial cold-tolerance of the plants can be improved through
hardening techniques; hybridization programs of E. globulus, with other species of
Eucalyptus that supply cold tolerance to the F1 hybrid progenies, can be developed;
there is a great potential to improve this characteristic through genetic transformation,

but its operational application is not immediate.
Backgrounds related to the effects of the low temperatures, like factor of stress on the

vegetal cells and with respect to the mechanisms involved in the response of the plants
against this condition are compiled. Information about the behavior of E. globulus in
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cold conditions is shown, concluding the existence of enough intraspecific variability as
a support for the programs of selection and cloning of individual cold tolerant trees.

Key words: Eucalyptus globulus, genetic improvement, cold resistance.



1. INTRODUCCION

En Chile, Eucalyptus globulus Labill es una de las especies forestales de mayor
importancia econdmica, situacion que obedece principalmente a su rapido crecimiento
y a la calidad de su madera, especialmente para la fabricacion de pulpa. En la
actualidad representa la segunda especie mas plantada en el pais, totalizando en
conjunto con otros eucaliptos, una superficie superior a las 377.000 ha.

Sumado al rapido crecimiento y buena forma que exhibe E. globulus en Chile, la
especie tiene la capacidad de adaptarse a un rango relativamente amplio de sitios. No
obstante, existen extensas superficies que exhiben restricciones que limitan su
desarrollo. Particularmente las zonas con incidencia de heladas, sumado a la baja
tolerancia al frio de la especie, han limitado la expansién de sus plantaciones hacia el
Sur y Precordillera Andina. Incluso en el Valle Central se han producido desastrosas
pérdidas de plantaciones, en zonas afectadas por heladas, como consecuencia de la
gran susceptibilidad de esta especie al frio.

Reconociendo la vulnerabilidad de E. globulus a las bajas temperaturas, y atendiendo a
las demandas de las empresas de pulpa, por disponer de material genético adaptado a
condiciones de frio y capaz de exhibir rendimientos productivos rentables bajo tal
restriccion de sitio, se han buscado alternativas de produccion que permitan superar
esta limitante. Al respecto existen diferentes opciones de solucion, las que van desde
el cambio de especie hasta la transformacion genética, pasando por procesos de
aclimatacién gradual de las plantas al frio y soluciones derivadas de la aplicacion de
tecnologias tradicionales de mejoramiento genético, entre ellas la seleccion y clonacion
de genotipos tolerantes y la hibridacion de E. globulus con otras especies mejor
adaptadas al frio.

Una de tales alternativas se ha materializado a través de la implementacion del
proyecto FONDEF D00I1036 “Captura de Genotipos para el Desarrollo de una Raza de
Eucalyptus globulus Tolerante al Frio”. Este proyecto, formulado y ejecutado en forma



conjunta por el Instituto Forestal, la Cooperativa de Mejoramiento Genético, Bioforest
S.A. y un conjunto de empresas e instituciones asociadas a esa cooperativa, bajo la
direccion del autor de esta memoria, corresponde al enfoque adoptado por el sector

productivo para desarrollar en Chile una linea de E. globulus tolerante al frio.

El referido proyecto, que se extendié desde abril del afio 2001 hasta fines de julio del
2005, hizo uso de herramientas tradicionales de mejoramiento genético,
particularmente aplicaciones operacionales de procesos de seleccion y clonacién, para

conformar una base genética de E. globulus tolerante al frio.

Los antecedentes derivados de tal investigacion dieron origen a la presente memoria
de titulo, la cual tiene como objetivo general: Contribuir al desarrollo de una linea de E.
globulus tolerante al frio mediante la seleccién, clonacién y evaluacion de arboles plus
gue crecen en zonas con incidencia de heladas.

Sus objetivos especificos son:
Presentar y analizar los resultados del proyecto FONDEF D00I1036 “Captura de
Genotipos para el Desarrollo de una Raza de Eucalyptus globulus Tolerante al

Frio”.

Proponer un enfoque operativo para la utilizacion de los resultados del proyecto

anterior por parte de las empresas forestales.

Recopilar informacion respecto al comportamiento de E. globulus ante las bajas

temperaturas.

Identificar y describir alternativas para sobrellevar las limitaciones impuestas por el
frio al cultivo de E. globulus.



2.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Las plantasy el frio

Las plantas enfrentan diferentes condiciones desfavorables, entendidas como aquellas
gue se apartan de las condiciones Optimas requeridas para su crecimiento y
multiplicacion, y a las cuales sobreviven en la medida que se lo permita la flexibilidad
adaptativa de su genoma (Barcel6 et al., 1995). Tales condiciones se derivan de la
accion de factores de estrés, los cuales Larcher (1995) considera como una desviacion
significativa de las condiciones Optimas para la vida de un determinado organismo.

El crecimiento de las plantas, su productividad y distribucién estan condicionados por
distintos factores de estrés ambiental. Entre ellos, la sequia, la salinidad y las bajas
temperaturas se caracterizan por alterar el balance hidrico de las células (Keller et al.,
2004). Ante estos y los restantes factores de estrés, las plantas han desarrollado
diferentes estrategias adaptativas para sobrellevar sus efectos adversos (Palva et al.,
2001). De acuerdo con Gonzélez (S/F) tales estrategias pueden clasificarse en tres

categorias:

a.- Tolerancia ("Stress tolerance"): una especie convive con el estrés, por ejemplo

plantas de montafia que soportan heladas cada noche.

b.- Evitacion ("Stress avoidance"): la especie evita de alguna manera al factor
estresante, por ejemplo produciendo una elevada concentracién de solutos para evitar

la formacion de hielo.

c.- Escape ("Stress escape"): el organismo ajusta su ciclo biol6gico de tal manera que
cumple con su ciclo en poco tiempo coincidiendo con las condiciones menos
desfavorables, por ejemplo plantas efimeras, anuales, o plantas del Artico que florecen
por muy poco tiempo en primavera.



De acuerdo con Somerville (2002, cit. por Figueroa, 2003) los efectos de la sequia 'y
del congelamiento son biol6égicamente muy similares, pues ambos producen
desecacion en las células de los vegetales. Segun el autor (op cit), las plantas
sometidas a heladas forman cristales de hielo alrededor de las células, estos cristales
de hielo excluyen el sodio provocando que el agua salga de la célula para tratar de
balancear el potencial osmético. Consecuentemente, la membrana comienza a
colapsar y cuando esto ocurre, pequefias vesiculas del plasma exterior penetran en las
células. Cuando el proceso se revierte estas pequefias vesiculas pueden retroceder a
la membrana y ésta se rompe. En la sequia se produce el mismo proceso. En ambos
casos la mayor parte del dafio esta asociado a la desecacion, sefialandose que las
bases fisiologicas de este proceso aln no se conocen completamente.
Coincidentemente, Kuminsky y Scarascia-Mugnozza (1994) y Singh y Laroche (1988)
sefialan que a pesar de la abundante literatura existente en relacién al proceso de
adaptacion o aclimatacion al frio de las plantas, € mecanismo involucrado adn no es
bien conocido.

Al disminuir la temperatura también se reduce la velocidad de las reacciones
bioquimicas, lo que genera una menor disponibilidad de energia metabdlica, que a su
vez se traduce en la disminucién de la capacidad para absorber agua y nutrientes,
reduccion de las tasas de asimilacion y biosintesis y detencién del crecimiento. Asi,
mientras mas frecuentes, mas largos y mas frios son los periodos de baja temperatura,
mayor es la intensidad de estos fendbmenos y mas serias las consecuencias para las
plantas (Larcher, 1995).

Barcel6 et al. (1995) diferencian el mecanismo de accion del frio dependiendo de si la
temperatura alcanza o no el punto de congelacion del agua dentro de la planta, umbral

gue determina la formacién de cristales de hielo; y de si estos se forman dentro de las
células o solo en los espacios intercelulares.

Si el enfriamiento es lento, se congelara el agua extracelular antes que la del interior de
las células, determinando un aumento de la concentracion de solutos extracelulares y
la pérdida de agua y turgencia de las células, las cuales pueden morir por desecacion
(Lambers et al., 2000). Si el enfriamiento es mas drastico se formaran cristales de



hielo incluso dentro de las células, los cuales rompen la subestructura celular, las
membranas y la ordenacién estructural de muchas proteinas. En este caso, la muerte
de las células se produce por la pérdida de sus componentes a través de las
membranas rotas, a la vez que por la pérdida de funcionamiento de muchas de sus
proteinas (Barcelo et al., 1995: Lambers et al., 2000).

Los dafios provocados por temperaturas bajas, pero que no provocan congelacion,
son los tipicos de plantas sensibles al frio. Ellos se atribuyen al comportamiento de las
membranas celulares. Estas son una estructura semifluida compuesta por dos capas
lipidicas, cuyo grado de fluidez depende de su composicion y temperatura. A su vez, el
grado de fluidez de las capas lipidicas de la membrana determina el funcionamiento
de los sistemas enziméaticos, de transporte y su accidbn como barrera fisica que impida
diferencialmente el paso de componentes celulares (Barcel6 et al., 1995). Asi, ante un
descenso significativo de la temperatura se produce una transiciéon de los lipidos de la
membrana desde una forma fluida y cristalina hacia un estado de gel, mas cristalino,
mas rigido y menos fluido. En este estado la permeabilidad de la membrana
experimenta una peérdida de selectividad, produciéndose un intercambio no controlado
de iones y metabolitos, con pérdida del contenido celular hacia el exterior de la célula 'y
acumulaciéon de productos toxicos intermediarios y finales en su interior, situaciones
que en su conjunto colapsan el funcionamiento de la célula y provocan su muerte
(Larcher, 1995; Xie, 2004).

El efecto del frio sobre las capas lipidicas de las membranas celulares permite hacer
estimaciones de la frio-tolerancia de plantas de eucalipto mediante la determinacién de
un indice de contenido de acidos grasos insaturados. Mientras mayor es el contenido
de estos acidos grasos, menor es el grado de solidificacion de las membranas, aspecto

que se correlaciona con una mayor tolerancia al frio (Xie, 2004).

Diversos investigadores han establecido que la frio-resistencia constituye una de las
respuestas fisiolégicas de la planta controlada por el fotoperiodo (Landis et al., 1992;
Arévalo, 1994). Segun Sanchez-Olate et al. (2003), el desarrollo de la frio-resistencia

depende de varios procesos y la suma de ellos determina el grado en que esta se



expresa. Algunos de tales factores son dependientes de niveles hormonales e
inducidos por fotoperiodos cortos; otros, dependen de la actividad de distintos sistemas

enzimaticos relacionados a bajas temperaturas (Christersson, 1978).

La tolerancia al frio se correlaciona con la concentracion de carbohidratos solubles
intracelulares, los que juegan un rol crioprotector (Lambers et al., 2000). En el mismo
sentido, Sanchez-Olate et al. (2003) postulan que existe correlacion entre el
incremento en los niveles de ciertos carbohidratos con el endurecimiento de las plantas
a bajas temperaturas, a su vez el incremento en el contenido de carbohidratos es
causado por fotoperiodos reducidos (Alden y Hermann, 1971; Aronsson et al., 1976).

Kuminsky y Scarascia-Mugnozza (1994) explican que el aumento en las
concentraciones de carbohidratos, aminoacidos y alcoholes que se observa en plantas
endurecidas al frio constituye un mecanismo de proteccion de las membranas celulares
y componentes citoplasmaticos, ante los efectos toxicos derivados del aumento de la
concentracion de electrolitos causada por las bajas temperaturas. Sefialan que en
especies lefiosas el rol protector de los carbohidratos y de la prolina ha sido claramente
demostrado.

De acuerdo con Gamboa et al. (2003) la capacidad de adaptacion de las plantas frente
a las bajas temperaturas es un caracter poligénico que esta intimamente ligada a la
expresion de ciertos genes denominados CBF (c-repeat binding factor). Los genes CBF
son un subgrupo de los denominados factores de transcripcion (FT) o genes “switch”,
los cuales son los encargados de la activacion en cascada de una serie de otros genes
primarios, secundarios y terciarios (Somerville, 2002; cit. por Figueroa, 2003).
Particularmente, los CBF actian regulando la expresion de otros genes, denominados
COR (cold-regulated genes), que confieren a la planta tolerancia al frio y al estrés
producido por la falta de agua o por alta salinidad.

Hasta el momento se han descrito cuatro genes CBF (CBF1, 2, 3 y 4) en Arabidopsis
thaliana cv Landsberg y su sobreexpresion da como resultado una mayor tolerancia al

frio y al estrés producido por falta de agua (Gamboa et al., 2003). Se cree que cada



uno de los grupos juega roles diferentes en sequia o tolerancia al frio. Hay muchos
genes involucrados en las respuestas "switches" y en adicion a la expresion genética
se observan respuestas fisioldégicas asociadas a la tolerancia al frio o la sequia: las
plantas transgénicas incrementan la prolina y los azucares solubles modificando los
potenciales osmaticos de sus células (Figueroa, 2003).

Se reconoce que los cambios fisiolégicos y bioguimicos experimentados por las
plantas durante el endurecimiento para tolerar bajas temperaturas estan controlados
por modificaciones en la expresion génica, y aunque se ha realizado un gran esfuerzo
en la identificacion y caracterizacion de las rutas de sefalizacion y de los
intermediarios que regulan este proceso, mediante intensivos estudios conducidos
principalmente sobre la planta modelo A. thaliana, todavia persisten muchas incognitas
para explicar el proceso desde la percepcion del estimulo, hasta la regulacién de la
expresion génica asociado al mismo (Catal&, 2003).

2.2 E. globulusy el frio

El &rea de distribucién natural de E. globulus, en Australia, presenta dos tipos de clima,
un clima maritimo en Tasmania y otro subtropical en el sur de Victoria. Ambos se
caracterizan por una distribucion relativamente uniforme de precipitaciones a lo largo
del afio, lo que junto a temperaturas moderadas determina una minima incidencia de
déficit hidrico y heladas (Toval, 2004). En Tasmania por ejemplo, si bien se producen
algunas nevazones, la temperatura del suelo no baja de 0°C (Skolmen y Ledig, S/F).
Por el contrario, como especie exética E. globulus se ha difundido extensamente por el
mundo, enfrentando distintas condiciones ambientales, siendo su sensibilidad al frio

uno de los principales factores que limita su expansion (Keller et al., 2004).

Efectivamente, aunque E. globulus ha demostrado una gran adaptabilidad climatica, la
mayoria de las introducciones exitosas se han producido en zonas de clima templado,
sin abundancia de meses secos, precipitaciones anuales cercanas a los 900 mm y
temperaturas minimas no inferiores a -7°C (Skolmen y Ledig, S/F). Particularmente,



por tratarse de una especie que presenta yemas desnudas y que no exhibe un periodo
de receso vegetativo en invierno, resulta especialmente sensible a las bajas

temperaturas (Kuminsky y Scarascia-Mugnozza, 1994).

En Chile, la mayoria de las plantaciones de E. globulus sufren algan grado de dafio por
heladas, los que varian desde efectos leves, que no comprometen el crecimiento ni la
forma de los arboles, hasta dafios severos que provocan la muerte de los mismos
(Droppelmann et al., 2001).

Las plantas de esta especie son sensibles al frio y las heladas, pudiendo morir al
enfrentar temperaturas inferiores a -5°C (Skolmen y Ledig, S/F). Santos (1997) sefiala
gue los dafios se producen cuando la temperatura desciende de -3°C. Marien (1979,
cit. por Prado et al.,, 1994) menciona que existen procedencias de Tasmania que
pueden soportar temperaturas de hasta -8°C y mantener un buen crecimiento.

El valor absoluto de temperatura al cual se produce el dafio es variable y depende de
varios factores. Prado et al. (1994) mencionan que ademas del valor de la temperatura
se debe considerar la velocidad de descenso de la misma, la duracion del periodo frio
bajo un determinado umbral, la amplitud térmica diaria, la temperatura del suelo, la
humedad relativa del aire, la velocidad del viento, la presencia o ausencia de nieve y el
estado vegetativo de las plantas al momento de ocurrir el episodio de frio. Por su
parte, Santos (1997) agrega otros factores, entre los cuales menciona el contenido de
humedad del suelo, el tamafio y la condicién del &rbol, el clima local y la época del afio
en que se produce la helada.

La capacidad de tolerar bajas temperaturas aumenta con la edad de los arboles,
siendo el follaje juvenil mas sensible que d adulto (Skolmen y Ledig, S/F); también
varia entre drganos y tejidos y en funcion del estado fisiolgico de las plantas, siendo
los tejidos suculentos, con mayor contenido de agua, mas susceptibles que los tejidos
lignificados (Parra y Canala-Echeverria, 1994).



Adicionalmente, a lo largo del afio las plantas experimentan una variacion estacional en
su capacidad de tolerar frio, “endureciéndose” en forma gradual durante el otofio para
alcanzar la méxima resistencia en invierno y revertir este proceso en primavera, para
llegar a una tolerancia minima durante el verano. Asi se pueden observar diferencias
de hasta 8°C entre las temperaturas minimas que pueden tolerar en invierno y verano
(Prado et al., 1994).

El comportamiento de E. globulus ante las bajas temperaturas ha sido estudiado por
diversos investigadores, tanto en condiciones de campo como en condiciones
controladas de laboratorio.

Droppelmann et al. (2001) evallan la tolerancia al frio en un ensayo de progenies de E.
globulus de un afio de edad, formado por 77 familias de polinizaciéon abierta, durante
un afio en que se produjeron mas de 20 heladas invernales y en el que se registraron
temperaturas minimas de hasta -9,5°C. Concluyen que el 92% de los arboles
presentan dafio por frio, pero observan también una gran variabilidad en la capacidad
de la especie para tolerar esta condicion, detectando familias particularmente frio-
tolerantes. Concluyen ademas que el caracter tolerancia al frio es altamente heredable,
estimando un valor de heredabilidad de 0,56.

Nixon (1983) también evalud la tolerancia al frio en ensayos de campo de 15 especies
de eucaliptos, establecidos en tres sitios de Sudafrica. El analisis se efectué a los 11
meses de edad, utilizando una escala de dafio subjetiva, que vario desde cero (arboles
sin dafio) hasta cuatro (arboles muertos o severamente dafiados). En los tres sitios
observé que E. globulus y sus subespecies fueron de los mas afectados, detectando
mortalidad total en algunos ensayos y sobrevivencia del orden de 0,2% en otros. Por el
contrario, en las mismas condiciones, especies como E. dalrympleana, E. macarthurii y
E. viminalis mostraron ser muy resistentes al frio. Coincidentemente, Darrow (1983)
también sefala la pérdida total de ensayos de E. globulus como consecuencia del frio,
en otra area de Sudéafrica distinta a las consideradas por Nixon (op. cit.).



Existen numerosas referencias bibliograficas respecto a evaluaciones de dafio por frio,
provocado por heladas naturales, en ensayos de terreno de distintas especies de
eucaliptos (Eldrige et al., 1983). No obstante estas condiciones distan de las ideales
para fines de investigacion, por cuanto son altamente dependientes de las
caracteristicas meteorolégicas especificas de los afios involucrados en el estudio, asi
como de las condiciones especificas del sitio (Nixon, 1983). En consecuencia, se han
efectuado estudios de evaluacion de resistencia al frio bajo condiciones controladas

en camaras o cuartos climatizados.

En el caso de E. globulus, Prado et al. (1994) evaluaron la resistencia al frio de plantas
de vivero de 36 procedencias y 121 familias representativas de gran parte del area de
distribucion natural de la especie en Australia, utilizando una camara de frio de
temperatura controlable. Tras simular las heladas y evaluar el dafio provocado en el
follaje, concluyen que entre -1y -4 °C se producen dafios que comprometen alrededor
del 30% del follaje de las plantas, aspecto que retrasa su crecimiento pero no
amenaza su sobrevivencia; a -6°C el dafio resulta severo y afecta en distinto grado, a
todas las procedencias y familias ensayadas; existen procedencias muy sensibles al
frio, particularmente aquellas de las islas King y Cape Barren en el Estrecho de Bass,
y otras mas resistentes (Jeerelang y Flinders), no obstante no existe un patrén bien
definido de resistencia al frio a nivel de procedencias, como tampoco una correlacion

adecuada entre esta y la altitud.

Para evitar someter plantas completas a bajas temperaturas, Eldrige et al. (1983)
desarrollaron un método no destructivo para analizar la resistencia al frio de los
eucaliptos, basado en la conductividad eléctrica de discos foliares de 6mm de
diametro, sometidos a temperaturas de congelamiento generadas por un bafio de

glicoletileno, utilizado para aplicar los tratamientos de frio y controlar la temperatura.

Bara et al. (1994) utilizan un método equivalente al anterior para evaluar la resistencia
al frio de 240 familias de E. globulus en plantas de una temporada de crecimiento en
vivero. Para tales efectos simulan heladas de -2, -3, -4, -5, -6 y -7°C en discos foliares
de 9 mm de didmetro, mediante un bafio térmico automatizado de glicoletileno que
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ejecuta un descenso programado y controlado de la temperatura. Posteriormente
miden la conductividad eléctrica y la expresan como un porcentaje de la conductividad
maxima, correspondiente a aquella medida en el mismo disco después de someterlo a
una temperatura de destruccion celular (18°C). Mientras mayor es el porcentaje de
conductividad mayor es el nivel de dafio experimentado por las células del disco
expuesto a la helada simulada. Tal procedimiento permite demostrar que existe
variacion estadisticamente significativa en la capacidad de tolerar frio entre la distintas
familias de E. globulus. Los resultados también coinciden con los de Prado et al.
(1983) en términos de que no se detecta una relacion clara entre origen geogréfico del

material vegetal ensayado y frio-tolerancia.

Técnicas bioeléctricas, relacionadas con evaluaciones de potencial osmético,
contenido relativo de agua e impedancia eléctrica también han sido utilizadas para
estudiar los mecanismos involucrados en la respuesta de los eucaliptos ante las bajas

temperaturas (Glerum, 1980; Serrano y Pardos, 1994)

En E. globulus, las técnicas anteriores se han utilizado para evaluar el efecto de
distintos esquemas de endurecimiento de plantas de vivero, sometidas artificialmente a
heladas de hasta -10°C en una camara refrigerada (Serrano y Pardos, 1994). De tales
estudios se desprende que plantas jovenes de E. globulus son capaces de expresar
algin grado de endurecimiento después de ser sometida a tratamientos de
aclimatacion consistentes en exposicion a temperaturas relativamente bajas (6 a -2°C)
durante 7 noches consecutivas, resultando mayor el grado de endurecimiento mientras
mas baja es la temperatura de aclimatacion dentro del rango ensayado. También se
observa una diferencia entre los testigos y las plantas endurecidas de hasta 3,1°C en la
temperatura a que se manifiestan los dafos. Junto con aumentar el endurecimiento se
produce también un incremento de la impedancia eléctrica y una disminucion del
potencial osmético y del contenido relativo de agua, aun asi, atendiendo a la gran
variabilidad en los estados fisiologicos de las plantas individuales, estos parametros no
constituyen predictores seguros para efectuar seleccion precoz por resistencia al frio.
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Enfoques similares para desarrollar procedimientos de seleccion precoz para tolerancia
al frio también han sido documentados por Marien (1979) y Pardos y Pita (1989), no
obstante Higa' sefiala que no existe correlacion adecuada entre los resultados de estas
selecciones y la posterior tolerancia exhibida por las plantas cuando son establecidas

en terreno.

A pesar de la literatura existente en relacion al proceso de adaptaciéon o aclimatacién al
frio de las plantas, aln no se conocen a cabalidad los mecanismos involucrados en tal
proceso, sugiriéndose por lo mismo la adopcién de distintas estrategias practicas para
sobrellevar esta limitacion en el desarrollo de E. globulus (Gutiérrez et al., 2001; 2002).

2.3 Alternativas para sobrellevar las limitaciones impuestas por el frio al cultivo

de E. globulus

Reconociendo la vulnerabilidad de E. globulus a las bajas temperaturas, y atendiendo a
las demandas de las empresas de pulpa por contar con material genético adaptado a
condiciones de frio y capaz de exhibir rendimientos productivos rentables bajo esta
restriccion de sitio, se han buscado alternativas de produccion que permitan superar
esta limitante. Al respecto, existen diferentes opciones para desarrollar soluciones a
esta limitacion. Estas abarcan desde el cambio de especie hasta el uso de organismos
transgénicos, pasando por procesos de aclimatacion gradual de las plantas al frio y
soluciones derivadas de la aplicacion de tecnologias tradicionales de mejoramiento
genético. Entre estas Ultimas se destacan la seleccion y clonacion de genotipos
tolerantes y la hibridacion de E. globulus con otras especies tolerantes al frio (Gutiérrez
et al., 2001).

! Antonio Higa. 2002. Investigador Universidad Federal de Paranay EMBRAPA. Comunicacién
personal



2.3.1 Cambio de especie

El enfoque méas simple para evitar el dafio causado por el frio en las plantaciones de
E. globulus sugiere evitar su plantacion en zonas afectadas por heladas y utilizar en su
reemplazo otras especies mejor adaptadas a esas condiciones. En este sentido, una
de las especies reconocidas por presentar una de las mejores combinaciones de
resistencia al frio y velocidad de crecimiento es E. nitens (Lembke, 1977; Marquestaut
et al., 1977; McKimm y Flinn, 1979; FAO, 1981; Schonau y Purnell, 1987; bhnson y
Wilcox, 1989).

En Chile, de las mdltiples especies de Eucalyptus ensayadas desde los afios '60 en los
programas de introduccion de especies ejecutados por INFOR, Eucalyptus nitens
surgié como una de las mas promisorias en cuanto a resistencia al frio y tasa de
crecimiento. Lo anterior incidié importantemente en que se promoviera como una
especie alternativa para ser plantada en aquellas zonas en que las bajas temperaturas
restringian el desarrollo de E globulus (INFOR, 1986).

2.3.2 Endurecimiento

El acondicionamiento gradual de las plantas a condiciones de baja temperatura es otro
enfoque para reducir el dafio por heladas. Estudios conducidos sobre la mayoria de
las especies mas comunes de Eucalyptus coinciden en sefialar que la capacidad de
estas plantas para resistir el frio estd relacionada con la exposicion gradual a
temperaturas moderadamente bajas (Harwood, 1980; Kuminsky y Scarascia-
Mugnozza, 1994). En el caso de E. globulus, Serrano y Pardos (1994) sefalan que
plantas endurecidas mediante exposicion a temperaturas bajas (-2 a 6°C) durante una
semana, pueden tolerar temperaturas 3°C mas frias que plantas equivalentes sin
endurecer.  Analogamente, Paton (1983) menciona que plantas de E. viminalis
sometidas durante dos dias a una temperatura de 2°C, alcanzan un grado de
endurecimiento que les permite soportar temperaturas de hasta -6,5°C, la cual resulta
mortal en plantas sin este acondicionamiento.
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2.3.3 Hibridacién

Los cruzamientos hibridos de E. globulus con especies resistentes al frio (e.o. E. gunnii
y E. nitens), tedricamente pueden generar una progenie que combine las
caracteristicas de E. globulus con la resistencia al frio de la especie complementaria
(INFOR, 2000; Gutiérrez et al., 2001).

Abundantes estudios se han efectuado en el area de la hibridacion de especies de
Eucalyptus (Cauvin et al., 1986; Martin, 1989; Tibbits et al., 1991; Dungey et al., 1993;
Espejo et al., 1994; Volker, 1995). De acuerdo con Shelbourne (2000) la factibilidad de
desarrollar un programa operativo de hibridacibn esta determinada por las
caracteristicas biologicas de las especies involucradas, la viabilidad de la
descendencia hibrida y la capacidad de esta Ultima para ser propagada
vegetativamente.

En efecto, como consecuencia de la variabilidad de las progenies hibridas, se hace
necesario efectuar rigurosas selecciones antes de identificar algun individuo que
combine apropiadamente las caracteristicas favorables de cada progenitor. Por otra
parte, este genotipo excepcional sélo podra masificarse en la medida que se propague
vegetativamente, vale decir en la medida que se pueda materializar la clonacion
operacional del individuo hibrido identificado. Por lo mismo, el desarrollo de la
tecnologia de hibridacion debe ser complementado con el desarrollo de protocolos

operacionales de clonacion (Gutiérrez et al., 2001).

En el caso de E. globulus, reconociendo su importancia para la industria de celulosa y
las limitaciones que el frio le impone, Tilyard et al. (2000) sefialan que existe un
especial interés por usar hibridos F1 de E. nitens X E. globulus, pero que el desarrollo
de estos se ve limitado, tanto por la dificultad para producir semilla hibrida a gran

escala, como por la escasa capacidad de propagarlos clonalmente.

En la practica se observa que el desempefio de las progenies hibridas es muy variable,
presentando una tendencia a expresar caracteristicas intermedias entre las de las
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especies progenitoras puras, situacion que conlleva un sacrificio de las caracteristicas
deseables de cada padre. Tal situacién ha sido confirmada para la resistencia al frio de
hibridos F1 de E. globulus y E. gunnii (Manson y Potts, 1995), asi como para la
capacidad de enraizamiento de hibridos de E. camaldulensis X E. globulus (Awad y
Gutiérrez, 1997).

Las situaciones extremas en el comportamiento de los individuos hibridos,
correspondientes en el mejor caso a heterosis (vigor hibrido), o en el peor de ellos a
caracteristicas anémalas o aberraciones, son mucho menos frecuentes (Espejo et al.,
1994). Aun asi, en cruzamientos hibridos entre E. nitens y E. globulus Tilyard et al.
(2000) mencionan que la F1 exhibe en terreno un desempefio deficiente, con altas
tasas de mortalidad, alto incidencia de anomalias y bajo crecimiento, sefialando que no
fue posible identificar ninguna familia de estos cruces que tuviera un desempefio
adecuado. En forma similar, Volker (1995) compara el crecimiento de progenies
hibridas y puras de E. nitens y E. globulus de cuatro afios de edad, concluyendo que
en el caso de los hibridos la distribucion de frecuencias del diametro presenta una
mayor concentracion en las clases inferiores, que las de las especies puras.

2.3.4. Clonacién

La masificacion, a través de mecanismos de clonacion, de genotipos seleccionados por
combinar tolerancia al frio con otras caracteristicas productivas de interés, parece una
forma mas directa que la hibridacion (y también complementaria a esta) para sobrellevar
las limitaciones que le imponen las bajas temperaturas a E. globulus. (INFOR, 2000;
Gutiérrez et al., 2001)

Esta alternativa se sustenta en la variabilidad intraespecifica exhibida por E. globulus,
la que permite la existencia de individuos de caracteristicas sobresalientes, en
plantaciones que crecen en zonas con alta incidencia de heladas (INFOR, 2000). La
variabilidad intraespecifica de E. globulus en relacion a la tolerancia al frio ha sido
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demostrada en diversos estudios, entre los que se encuentran los de Bara et al. (1994);
Prado et al. (1994) y Droppelmann et al. (2001).

Todos los métodos de clonacion son aplicables en alguna medida a los eucaliptos, pero el
gue concentra la mayor atencion es el enraizamiento de estacas, debido
fundamentalmente al gran niumero de copias que se puede obtener a partir de un ortet o
arbol seleccionado, a su menor costo con relacién a otras técnicas (micropropagacion) y
por requerir menos laboriosidad y evitar los problemas de incompatibilidad de los injertos
(Ipinza y Gutiérrez, 1992; Gutiérrez et al., 1994; Gutiérrez, 1995; Ipinza y Gutiérrez,
1998).

El uso de las técnicas de enraizamiento ha generado resultados impresionantes y muy
conocidos en eucaliptos tropicales. También se han establecido programas operativos de
produccion de plantas con eucaliptos de zonas templadas, entre los cuales se destacan
los desarrollados en Espafa y Portugal con E. globulus. En estos programas el éxito
obtenido obedece a una estrategia sencilla, en que se identifican individuos que junto con
presentar caracteristicas deseables, exhiben una capacidad rizogénica compatible con la
clonacion operacional. Ellos se evallan en ensayos clonales y posteriormente se
propagan masivamente para establecerlos en plantaciones comerciales operacionales
(Gutiérrez et al., 2001).

2.3.5. Transformacion genética

Un enfogue moderno para enfrentar el problema de la susceptibilidad al frio de E.
globulus sugiere el uso de la tecnologia de transformacion genética. Todos los seres
vivos estan constituidos por genes que determinan las caracteristicas propias de cada
organismo. La posibilidad de incorporarle genes adicionales a los de su composicion
original permite modificar sus caracteristicas, permitiéndoles expresar peculiaridades
especificas. El procedimiento para efectuar esta adicion de genes se denomina
transgenie y da origen a un organismo genéticamente modificado (OGM) o transgénico
(INFOR, 2003).

16



Griffith et al. (1992) y Edwards et al. (1995) sefialan que a las especies sensibles al
frio, se les puede conferir resistencia adicional, mediante la incorporacion de aquellos
genes que codifican para la sintesis de proteinas anticongelantes en las especies
adaptadas a bajas temperaturas. Keller et al. (2004) plantean que la identificacion de
los genes involucrados en las respuestas bioquimicas y fisiolégicas de las plantas ante
las bajas temperaturas, asi como la determinacion de los patrones de expresion de
estos genes y un mayor conocimiento de sus funciones, entregaran las bases para una
estrategia efectiva de mejoramiento de la resistencia a factores de estrés.

En el mismo sentido, estudios efectuados por Zufiiga (2000) en Deschampsia antartica
indican que esta planta es capaz de producir una gran cantidad de hidratos de
carbono, principalmente sacarosa y polimeros de fructosa, que ayudan a disminuir su
temperatura de congelamiento, de modo que aunque la temperatura sea muy baja, el
tejido no se congela. Al respecto, el autor Ep. cit.) indica que si se identifican los
genes involucrados en este proceso, se pueden transferir mediante tecnologias de
transformacion genética, a especies de interés economico para mejorar su frio-

tolerancia.

Coincidiendo con lo anterior, Griffin (1995) sefiala que la tolerancia al frio en eucaliptos
es un caracter particularmente apropiado para mejorarlo mediante procedimientos de
ingenieria genética. De igual forma, Edwards et al. (1995) mencionan a este rasgo
junto con la tolerancia a herbicidas y la reduccién de lignina como los tres principales
caracteres que satisfacen criterios cientificos y economicos que sugieren introducirlos

o modificarlos mediante transgenie.

Algunos de los resultados mas significativos de la transformacion genética para
mejorar la tolerancia al frio se han obtenido en plantas de Arabidopsis thaliana
transgénicas y silvestres creciendo en un recipiente, congeladas a -10° C y luego
devueltas a temperatura normal. Las transgénicas se hacen resistentes al frio, en tanto
las silvestres quedan completamente aniquiladas. Una respuesta semejante se obtiene
cuando los genes CBF de Arabidopsis son incorporados en una especie relacionada
como la canola (Brassica spp) (Somerville, 2002, cit por Figueroa, 2003). También se
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ha logrado la transformacion estable de tejido embrionario de Pinus radiata mediante
cepas de Agrobacterium tumefaciens utilizado como vector del gen CBF3 de A.
thaliana (Gamboa et al., 2003).

A pesar del claro potencial de la ingenieria genética para contribuir al mejoramiento
genético de los arboles forestales, aun presenta algunos aspectos que deben ser
depurados, de modo que su aplicacién no es inmediata y el costo de su desarrollo es
alto (Gutiérrez et al., 2001). Ademas de las complejidades bioldgicas, propias de
esta moderna tecnologia, existen otros aspectos que han influido negativamente en su
adopcion. Entre ellos Chandler (1995) y Griffin (1995) mencionan a la negociacion de
patentes y licencias; las regulaciones, o falta de ellas, para la evaluacion y liberacion
de transgénicos; y la negativa percepcidn publica de los eventuales efectos

ambientales de esta tecnologia.

Al respecto, Balocchi y Valenzuela (2004) estiman que es sélo cuestion de tiempo la
superacion de las limitaciones de caracter técnico y econdémico que restringen la
adopcion masiva de la transgenie. Reconocen como limitacion principal a la
incertidumbre respecto de su aceptacion publica y postulan que sera este ultimo factor
el que definird el futuro de la tecnologia de transformacion genética en arboles

forestales.

Andlogamente, Strauss et al. (2004) analizan los resultados de 15 afios de
investigacion en transformacion genética de alamos, concluyendo que la transgenia es
una herramienta extremadamente Util para la investigacibn en biotecnologia y
gendmica funcional. Destacan que la transformacion de alamos es una tecnologia
confiable, donde la estabilidad de los rasgos transformados es muy alta; la variacién
somaclonal es marginal y manejable; y donde existen diversos métodos para
desarrollar sistemas de esterilidad para evitar el escape de genes y mejorar la
bioseguridad. Aun asi, coinciden en que sera materia de largo plazo la masificacion de
estos arboles, lo que ademas requerird de una favorable disposicién de entidades
publicas y privadas para cooperar en el progreso y difusion de esta tecnologia.

18



3. MATERIAL Y METODO

Para cumplir con los objetivos enunciados se utilizo la informacion generada durante la
ejecucion del proyecto FONDEF DO00I1036 “Captura de Genotipos para el Desarrollo
de una Raza de Eucalyptus globulus Tolerante al Frio”. A partir de ella se efectué una
sintesis y descripcion de sus resultados, en funcién de los cuales se elaboré una
propuesta, para que las instituciones participantes de esta investigacion puedan hacer

uso del material genético identificado por el proyecto.

El desarrollo de tal propuesta considero los resultados del proyecto, el interés de las
instituciones asociadas por su utilizacion, la naturaleza y objetivos de estas
instituciones, y la forma en que estas se relacionan entre si. Se considera como
objetivo central un esquema de utilizacion que favorezca el mayor impacto de los
resultados del proyecto sobre la productividad del sector forestal en su totalidad,
resguardando los intereses particulares de los actores que invirtieron esfuerzos y
recursos durante su desarrollo.

Paralelamente, se recurri6 a fuentes bibliograficas y documentacion consultada en
Internet para recopilar antecedentes relacionados con el efecto del frio sobre las
plantas y compendiar informacion dispersa en distintas fuentes respecto a los efectos
del frio y los mecanismos que controlan la respuesta de las plantas ante este factor de

estrés.

El mismo procedimiento se utilizd para identificar estrategias alternativas que puedan
contribuir a sobrellevar las limitaciones impuestas por el frio al cultivo de E. globulus.
Posteriormente el andlisis de esta informacién permitio valorar objetivamente la
contribucion potencial que cada una de ellas puede aportar y en que medida resultan

complementarias al enfoque desarrollado en el proyecto analizado.
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3.1 El proyecto FONDEF D00I1036.

En los pérrafos siguientes se entrega una sintesis de los principales aspectos
metodoldgicos considerados en el proyecto “Captura de Genotipos para el Desarrollo
de una Raza de Eucalyptus globulus Tolerante al Frio”, los cuales resultan de interés
para comprender en forma cabal los resultados que posteriormente se presentan en
esta memoria. Detalles operativos de la metodologia del proyecto se presentan en el
anexo 1.

El referido proyecto fue formulado en forma conjunta por el Instituto Forestal (INFOR),
Bioforest S.A. y la Cooperativa de Mejoramiento Genético Forestal (CMGF). En su
ejecucion participo, en calidad de asociados, un conjunto de empresas forestales
vinculadas a la CMGF?%  El proyectd fue dirigido por el autor de esta memoria, se
extendioé desde mayo del afio 2001 hasta julio del afio 2005 y conto con financiamiento
del Fondo de Fomento al Desarrollo Cientifico y Tecnol6gico, FONDEF, organismo

dependiente de la Comision Nacional de Ciencia y Tecnologia CONICYT.

Como poblacién base se consideré a las plantaciones de E. globulus pertenecientes
al patrimonio de las empresas asociadas al proyecto. Sobre este recurso se
implementaron campafias de seleccién y sancion de arboles plus. Posteriormente, los
arboles efectivamente seleccionados se habilitaron para propagacion y se les evalué
su capacidad rizogénica mediante pruebas de enraizamiento de estacas conducidas en
invernadero, bajo condiciones de ambiente controlado. En el dltimo paso, los clones
gue exhibieron una capacidad rizogénica compatible con la clonacién operacional se
multiplicaron hasta generar material suficiente para establecer ensayos clonales, que

permitan evaluar su desempeiio en terreno.

2 En orden alfabético las instituciones asociadas a la ejecucion de este proyecto corresponden
a: Bosques Arauco S.A., Bosques Cautin S.A., CONAF, Forestal Celco S.A., Forestal Los Lagos
S.A., Forestal Tornagaleones S.A. y Forestal Valdivia S.A.



3.1.1 Seleccién y Sancion de arboles plus

Se implement6 un programa de seleccion indirecta para tolerancia al frio, destinado a
identificar a aquellos individuos de E. globulus que exhiben una marcada superioridad
en caracteres de proposito general (volumen y forma), en areas donde el dafio por
heladas ha afectado a la mayor parte de la poblacion. Se prospectaron rodales de edad
superior a cinco afos y superficie minima de cinco hectareas, ubicados entre la VIl y X
regiones del pais, en sectores previamente definidos como areas de frio.

Corresponde a una seleccion de baja intensidad (un arbol cada cinco hectareas)
efectuada mediante una aplicacion operacional del "sistema de seleccion por arboles

de comparacion”.

Una vez efectuada la seleccion de los arboles candidatos a plus, se sometieron a un
proceso de sancion por personal ajeno al que efectud la seleccion. Este proceso tuvo
por objetivo determinar en forma definitiva la calidad del candidato y la pertinencia de
clasificarlo como plus e incorporarlo a las actividades consideradas en el proyecto, fue
también la oportunidad en que se asigno un cédigo definitivo para la identificacion del

clon.

La seleccion y sancidn se realiz6 durante tres afios consecutivos.

3.1.2. Habilitacion para propagacion

Después de cada temporada de seleccion y sancion, a fines de invierno de cada afo,
se voltearon los arboles positivamente sancionados, con el objeto de obtener desde
ellos brotes rejuvenecidos y compatibles con la obtencién de sus primeras réplicas

vegetativas.

Cada campafa de habilitacion culminé con la cosecha de los rebrotes de tocon y su
despacho a invernadero, donde manteniendo un estricto control sobre la identificacion
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de los clones, se realiz6 la evaluacién de su capacidad rizogénica. La cosecha se
efectué anualmente, durante el verano siguiente al volteo de los arboles, cuando los
retofios alcanzan un estado de desarrollo compatible con la obtencion de estacas
enraizables.

3.1.3 Evaluacion de enraizamiento

La evaluacion de la capacidad rizogénica de cada clon se realiz6 mediante ensayos de
enraizamiento de estacas conducidos en invernadero, utilizando 66 estacas por clon.
Se utilizaron protocolos tradicionales de enraizamiento, los que contemplan el uso de
propagulos con un par de hojas recortadas a la mitad, dispuestos en contenedores
individuales de 140 cc de capacidad volumétrica, utilizando como sustrato una mezcla
de turba y perlita (1:1 en volumen) enriquecida con fertilizantes de entrega lenta,
aplicando un programa periodico de fumigaciones preventivas y un riguroso control de

las condiciones ambientales.

El enraizamiento se evalu6 a los 90 dias, considerandose como clon enraizable a
aquellos que lograron formar raices adventicias en al menos el 50% de sus estacas.
Aquellos clones que enraizan entre un 30 y 50% fueron sometidos a una segunda
prueba, similar a la anterior, pero donde las estacas se obtienen desde setos
conformados a partir de las estacas que enraizaron en la fase anterior. En esta
segunda prueba también se consideraron enraizables a aquellos clones que enraizan
en una proporcion superior al 50%.

3.1.4 Ensayos clonales

Las réplicas vegetativas de aquellos clones clasificados como enraizables durante la
evaluacion de su capacidad rizogénica, se dispusieron en contenedores de mayor
volumen en un jardin clonal y se manejaron como setos o plantas madres para obtener

nuevos propagulos, destinados a generar las copias vegetativas requeridas para



establecer los ensayos clonales que permitiran evaluar el desempefio en terreno de los

clones seleccionados.

Estos ensayos corresponden a plantaciones experimentales, establecidas con réplicas
vegetativas de los arboles seleccionados por el proyecto, y que durante sus pruebas
de enraizamiento mostraron una capacidad rizogénica superior al 30%. El objetivo de
estas unidades es verificar en terreno el comportamiento de los clones y comparar
entre ellos su desempeiio relativo.

El establecimiento de estos ensayos contempldé la definicibn de un disefio
experimental, la preparacion del sitio de acuerdo a estandares de silvicultura intensiva
y la plantacion propiamente tal.

Los clones de las dos primeras temporadas de seleccion que exhibieron porcentajes de
enraizamiento superiores al 30% fueron representados en dos ensayos clonales,
establecidos en los predios Trongol y Peralillo, de las empresas Bosques Arauco y
Forestal Celco, respectivamente.

Estas pruebas fueron plantadas en septiembre del afio 2004 y sometidas a una
evaluacion de sobrevivencia y crecimiento inicial en febrero y marzo del afio 2005. Las
evaluaciones posteriores, asi como el establecimiento de nuevos ensayos,
considerando a los clones restantes y diferentes sitios de plantacion, necesariamente
deberan desarrollarse fuera del horizonte de planificacion del proyecto.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis y Discusion de Resultados del Proyecto FONDEF D00I1036

4.1.1 Seleccion de Arboles Plus

Como consecuencia de implementar las tres campafias anuales de seleccion de
arboles plus, se prospectaron del orden de 7.600 ha de plantaciones de E. globulus
mayores de 5 afios de edad, en predios pertenecientes al patrimonio de las empresas
asociadas al proyecto.

Esta actividad permitio identificar 1.519 arboles plus, efectivamente aprobados por la
CMGF en un riguroso e imparcial proceso de sancion. Estos arboles fueron evaluados
en términos dasométricos y de calidad, y su informacion registrada en bases de datos y
fichas individuales de seleccion. En este proceso también recibieron un cédigo Unico
de identificacion que los individualiza como clon durante todas las siguientes fases del
proyecto.

En el cuadro 1 se resumen los resultados de las 3 temporadas de seleccion. En el
cuadro 2 se presenta un detalle de la distribucion de arboles seleccionados por region
y comuna. En él se agregan a manera de descriptores los valores medios obtenidos
por los arboles plus en volumen y rectitud de fuste, detallandose también el porcentaje
de superioridad en volumen que exhiben en relacion al promedio de los arboles de
comparacion utilizados durante el proceso de seleccion.
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NUMERO DE ARBOLES PLUS SELECCIONADOS, SANCIONADOS Y HABILITADOS

CUADRO 1

PARA PROPAGACION POR TEMPORADA Y EMPRESA

PATRIMONIO lra 2da 3ra TOTAL
temporada | temporada | temporada
Bosques Cautin S.A. 51 147 83 281
Forestal Tornagaleones S.A. 37 110 30 177
Forestal Los Lagos S.A. 120 117 147 384
Forestal Celco S.A. 77 32 50 159
Forestal Valdivia S.A. 31 75 119 225
Bosques Arauco S.A. 29 86 178 293
TOTAL 345 567 607 1.519
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CUADRO 2
CARACTERISTICAS MEDIAS DE LOS ARBOLES SELECCIONADOS Y DISTRIBUCION
POR COMUNAS Y REGIONES

Rectitud ~ Superioridad

Region Comuna N° de Volumen de fuste”  en volumen!
arboles (m?) (La4) (%)
Vi Romeral 13 0,440 3,13 96,70
Vi San Clemente 7 0,487 3,71 52,10
sub total 20 0,456 3,33 81,09
VI Bulnes 28 1,226 3,54 80,80
VI Mulchén 30 1,333 2,57 35,20
VI Ninhue 22 0,346 2,72 58,10
VI Quilaco 33 1,149 2,83 64,10
VIl San Carlos 52 1,127 3,42 50,50
Vil San Fabian 35 1,529 2,90 81,00
sub total 200 1,160 3,04 60,86
IX Collipulli 23 0,734 2,78 47,50
IX Ercilla 89 0,822 2,90 46,50
IX Loncoche 23 0,931 3,71 35,20
IX Los Sauces 50 0,321 2,72 44,00
IX Pitrufquen 33 1,088 2,85 36,10
IX Traiguén 171 0,434 2,65 46,40
IX Villarrica 11 0,826 2,91 40,04
sub total 400 0,617 2,81 44,52
X Fresia 361 0,628 2,98 46,90
X La Unién 106 0,912 3,19 47,00
X Lanco 54 0,826 2,88 39,80
X Los lagos 28 0,387 2,96 51,30
X Los Muermos 19 0,559 2,97 54,40
X Mafil 32 0,730 3,16 45,30
X Mariquina 31 0,740 2,87 37,60
X Maullin 3 0,719 3,67 63,50
X Paillaco 75 0,975 3,31 40,00
X Purranque 179 0,555 3,04 44,60
X Rio negro 11 0,562 3,00 36,00
sub total 899 0,686 3,04 45,29
TOTAL 1519 0,727 2,98 47,61

*7'Ver Anexo 1.



El cuadro anterior (cuadro 2) evidencia una alta concentracion de clones seleccionados
en la distribucion sur de las plantaciones de E. globulus, precisamente donde las
condiciones ambientales, particularmente la baja temperatura, definen situaciones
marginales para la plantacion de esta especie. Por su parte, los clones restantes
corresponden a selecciones efectuadas en sitios de precordillera, o bajo condiciones

microambientales de frio en la costa o el valle central.

4.1.2. Evaluacion de capacidad rizogénica

Todos los arboles seleccionados fueron habilitados para propagacién. Desde una
gran proporcion de ellos (84%) fue posible obtener retofios de tocon para confeccionar
las estacas con que se evalud la capacidad de enraizamiento de cada clon. El
porcentaje restante corresponde a arboles que no rebrotan, que emiten rebrote de
mala calidad o cuyo rebrote no fue aprovechable por distintas razones (dafiados por
animales, herbicida, fuego, vandalismo, etc.).

En total 1.278 arboles fueron representados en pruebas de enraizamiento, a partir
de retofios de tocon, obteniéndose un porcentaje promedio de estacas enraizadas del
7% (cuadro 3).

CUADRO 3
NUMERO DE ARBOLES REPRESENTADOS EN PRUEBAS DE ENRAIZAMIENTO A PARTIR
DE RETONOS DE TOCON Y PORCENTAJE MEDIO DE ENRAIZAMIENTO OBTENIDO EN
CADA TEMPORADA

1ra 2da 3ra TOTAL
temporada | temporada | temporada
Arboles Plus Seleccionados 345 567 607 1.519
Arboles en Pruebas de Enraizamiento 269 516 493 1.278
(78%) (91%) (81%) (84%)
Enraizamiento promedio
(desde retofios de tocén) 8,1% 6,8% 6,5% 7,0%
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La situacion anterior es coincidente con la sefialada por diversos autores citados por
Awad (1997), que mencionan a E. globulus como una especie de reconocida dificultad
para enraizar. Al respecto, England y Borralho (1995), reconociendo las ventajas
asociadas al uso de estacas enraizadas, sefialan que su utilizacion se ve limitada
precisamente por la dificultad que exhibe E. globulus para enraizar, sugiriendo por lo

mismo, que se efectle una intensa seleccion en funcion de la capacidad rizogénica.

Chaperon (1987) destaca que si bien se pueden encontrar clones de E. globulus
capaces de enraizar en un 100%, la especie tiene una baja capacidad rizogénica,

siendo el porcentaje medio de enraizamiento no mayor del 15%.

Efectivamente, en los estudios efectuados por el proyecto FONDEF se observé la gran
variabilidad en capacidad rizogénica mencionada por Chaperon (1987), existiendo
clones con una alta capacidad de enraizamiento (hasta 86%), pero que representan
una muy baja proporcion del material ensayado, de modo que el enraizamiento medio

observado en cada temporada se mantuvo en el rango sefialado (bajo el 15%).

En el cuadro 4 se detalla la distribucidén de clones por clase de enraizamiento, obtenido
durante las tres temporadas consideradas en el proyecto FONDEF. En él, el
porcentaje de enraizamiento corresponde a la expresion en términos porcentuales del

namero de estacas enraizadas respecto al total de estacas instaladas de cada clon.
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CUADRO 4
ENRAIZAMIENTO DE CLONES A PARTIR DE ESTACAS DE RETONOS DE TOCON, SEGUN
CLASE DE ENRAIZAMIENTO Y TEMPORADA

PORCENTAJE DE CLONES POR CLASE
CLASE DE (N° DE CLONES POR CLASE)
ENRAIZAMIENTO
(%) lra 2da 3ra TOTAL
temporada | temporada | temporada
% =0 43,1% 43,2% 43,6% 43,3%
(116) (223) (215) (554)
0< % <10 32,3% 35,9% 34,5% 34,6%
(87) (185) (170) (442)
10=% <30 17,1% 14,7% 16,8% 16,0%
(46) (76) (83) (205)
30=%<50 3,7% 3,5% 4,9% 4,1%
(10) (18) (24) (52)
50 = % 3,7% 2,7% 0,2% 2,0%
(10) (14) @) (25)
TOTAL 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
(269) (516) (493) (1.278)

Los clones de las tres temporadas exhiben el mismo comportamiento en cuanto a su
enraizamiento medio (cuadro 3) y su distribucion en las distintas clases de
enraizamiento (cuadro 4). Totalizando las tres temporadas, se observa que el 56,7%
de los individuos logra formar raices en algunas de sus estacas, concentrandose
principalmente en las clases de enraizamiento inferiores al 30%; una pequefa
proporcién de la poblacion, el 6% de los clones, forma raices en méas del 30% de sus

estacas, mientras que solo el 2% de ellos enraiza en valores superiores al 50% (cuadro

4).

La bibliografia normalmente sefiala los resultado de estaquillado de E. globulus en
términos de enraizamiento promedio por tratamiento, no siendo frecuente los datos
respecto a la distribucion de los clones en cada clase de enraizamiento. Al respecto,
s6lo en UACH (1997) se sefiala una distribucion de este tipo, aunque no indica los
valores comprendidos en cada clase. Efectivamente, en tal estudio (op. cit) se evallua
el enraizamiento de 112 clones de E. globulus, clasificando su respuesta rizogénica en
cuatro categorias de enraizamiento (nula, baja, media y alta), sefialando que el 61,6%



de los clones no enraiza; el 31,2% tiene un enraizamiento bajo; el 4,4% exhibe un
enraizamiento medio; y soélo el 2,7% presenta un enraizamiento alto. Esta tendencia
es equivalente a la que se presenta en la columna “Total” del cuadro 4 y contribuye a
confirmar que esta seria caracteristica de la especie. Otro antecedente que apunta
hacia la misma conclusion lo constituye el hecho de que en cada temporada se
evaluaron clones distintos, y aun asi se obtuvieron tendencias de distribucion muy
similares en las clases de enraizamiento.

Por otra parte, los resultados de enraizamiento obtenidos en el proyecto FONDEF son
muy similares a los conseguidos en los programas operativos de produccion de plantas
de E. globulus por enraizamiento de estacas, conducidos en Espafia por la empresa
ENCE. Segun lo sefialado por Cafias (1990), el programa espafiol identifico del orden
de 1.744 individuos de E. globulus tolerantes a condiciones de sequia, de los cuales
después de las pruebas de enraizamiento se identificaron sélo 16 individuos (menos
del 1%) que exhibian porcentajes de enraizamiento mayores al 50%. En este estudio
tal proporcion alcanzé el 2%, valor que esta en el mismo orden de magnitud que el
reportado por el programa espafiol. Valores de la misma envergadura fueron
comunicados al autor durante una visita a los programas de propagacion de clonal de
E. globulus de las empresas CELBI y SOPORCEL en Portugal en el afio 1995. En
ambos casos se seleccionaron mas de 1.000 clones para posteriormente propagar
operacionalmente 18 en SOPORCEL y menos del 5% en CELBI.

Al evaluar la aptitud de los clones para formar raices adventicias, a partir de estacas
confeccionadas con retofios de tocon, se logra individualizar un total de 25 clones con
una aptitud compatible con la clonacién operacional (enraizamiento mayor al 50%). Sin
embargo, atendiendo a que la respuesta rizogénica, ademas de su intenso grado de
control genético, también esta condicionada por las caracteristicas del material a
propagar, fundamentalmente su condicion fisiolégica y estado nutritivo, se efectud una

segunda evaluacion de los clones.

En esta segunda evaluacion, los ensayos de enraizamiento se montaron con estacas
obtenidas desde setos o plantas madres confeccionados con las estacas enraizadas
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en la primera evaluacion, con el objeto de descartar que la baja respuesta observada
inicialmente en la mayoria de los clones, estuviese determinada por el eventual

deterioro de los retofios durante su cosecha y transporte.

Se re-evalug la respuesta rizogénica, con estacas obtenidas desde setos, a 457 clones
(cuadro 5). La prueba con los clones de la primera temporada considerd re-evaluar
desde setos a todos los clones que obtuvieron algin grado de enraizamiento desde
retoios; las pruebas con el material de la 2da y 3ra temporadas consideraron a

aquellos clones con enraizamiento desde retofios inferior a 30% Yy superior a 4,5%.

CUADRO 5
NUMERO DE CLONES RE-EVALUADOS A PARTIR DE ESTACAS OBTENIDAS DESDE
PLANTAS MADRES Y PORCENTAJE MEDIO DE ENRAIZAMIENTO OBTENIDO

N° de clones 1ra 2da 3ra TOTAL
temporada | temporada | temporada
Evaluados desde Retofios de Tocon 269 516 493 1.278
Re-evaluados desde Plantas Madres 153 151 153 457

(56,9%) (29,3%) (31,0%) | (35,7%)

Enraizamiento promedio
(desde plantas madres) 17,5% 11,4% 17,0% 15,3%

De acuerdo con Chaperon (1983) y Heth et al. (1986), el porcentaje de enraizamiento
aumenta al usar estacas provenientes de plantas madres, respecto a aquellas
obtenidas desde retofios de tocon.

Efectivamente, en los ensayos conducidos en el proyecto FONDEF se observa esta
misma tendencia. Sin embargo, no es valido comparar directamente los resultados de
enraizamiento desde retofios del cuadro 3 con los de plantas madres del cuadro 5, por
cuanto en el primero de ellos se consideran todos los clones evaluados, incluyendo a
aquellos que no enraizaron, mientras que el cuadro 5 solo considera la reevaluacion de
clones que expresaron algun grado de enraizamiento cuando se ensayaron con

estacas provenientes de retofios de tocon. Una comparacion valida al respecto se
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presenta en el cuadro 6, donde se contrastan exactamente los mismos clones,
evaluados con estacas provenientes de retofios y de plantas madres.

CUADRO 6
PORCENTAJES DE ENRAIZAMIENTO OBTENIDOS CON ESTACAS PROVENIENTES DE
RETONOS DE TOCON Y DE PLANTAS MADRES

Origen de lra 2da 3ra TOTAL
las estacas temporada temporada temporada (457 clones)
(153 clones) (151 clones) (153 clones)
Retofios de tocon 14,2% 11,3% 12,5% 12,7%
Plantas madres 17,5% 11,4% 17,0% 15,3%

Los resultados del cuadro 6 evidencian una leve mejoria de la respuesta rizogénica de
las estacas provenientes de plantas madres, la cual de acuerdo con lo enunciado por
Chaperon (1983), puede mejorar aln mas, en la medida que se seleccione en cada
generacion a las plantas madres de mejor calidad. Por otra parte, segun
observaciones empiricas mencionadas por el personal de la unidad de propagacion de
Bioforest S.A., la primera cosecha de estacas desde una planta madre exhibe
enraizamientos inferiores a los que registran las cosechas posteriores, siendo posible
esperar porcentajes de enraizamiento superiores en las sucesivas estacas que se
obtengan desde este material.

A pesar de lo anterior, atendiendo a que el objetivo del proyecto FONDEF no fue
evaluar este comportamiento, sino que solo identificar clones con adecuada respuesta
rizogénica, no se establecieron ensayos que permitan confirmar y cuantificar la
evolucién de la capacidad rizogénica en funcion de las distintas cosechas y
generaciones de plantas madres.

Un segundo elemento a considerar en la reevaluacion de clones, es que si bien el
porcentaje medio de enraizamiento experimenta un ligero aumento respecto al
obtenido con estacas de retofios de tocon, esta conducta no es homogénea en todos
los clones. Existen individuos que tras haber presentado elevados porcentajes de

enraizamiento al ser ensayados con estacas de retofios, no enraizan al evaluarlos con
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estacas de plantas madres. También se presenta la situacion reciproca, donde clones
con un bajo porcentaje de enraizamiento en la primera evaluacion experimentan una

considerable mejoria al ser enraizados desde setos (figura 1).
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FIGURA 1
Variacion en el porcentaje de enraizamiento de 153 clones de E. globulus al evaluarlos
con estacas provenientes de retofios de tocén y desde plantas madres

La variacion observada en la figura 1 indica que eventualmente existirian clones que
aun siendo capaces de enraizar a partir de estacas de retofios de tocon no lo hacen
cuando se evallan con estacas provenientes de plantas madres. Esta situacion es
contraria a la tendencia reportada por la bibliografia (Chaperon, 1983; Heth et al.,
1986), y podria obedecer a que las plantas madres utilizadas para la reevaluacién no
serian representativas de la condicibn ni tamafio de una planta madre ideal,
correspondiendo en la mayoria de los casos a estacas enraizadas en la temporada
inmediatamente anterior.

No obstante lo anterior, tales irregularidades de comportamiento estdn documentadas

en la bibliografia, mencionandose como uno de los fendbmenos que limita el uso del



enraizamiento de estacas en la produccién de plantas de E. globulus. Efectivamente,
evaluaciones efectuadas en distintas cosechas de estacas sobre plantas madres de los
mismos clones exhiben grandes variaciones tanto en el porcentaje de enraizamiento
como en el nimero de raices por estacas. Estas variaciones son impredecibles y se
manifiestan aln cuando la metodologia de propagacion se mantenga constante
(Sasse, 1995).

La distribucion por clase de enraizamiento de todos los clones sometidos a
reevaluacion de su capacidad rizogénica mediante estacas provenientes de plantas

madres se presenta en el cuadro 7.

CUADRO 7
RESULTADOS DE RE-EVALUACION DE ENRAIZAMIENTO A PARTIR DE ESTACAS
PROVENIENTES DE SETOS.

Temporada | Enraizamiento N° de Enraizamiento desde setos (%)
desde Clones
Retofios (%) %=0 | 0<%<30 |30=%<50 |50="%

0<%<30 133 42 72 11 8
Ira. 30=% <50 10 1 7 1 1
temporada

50 =% 10 0 4 5 1

total 153 43 83 17 10
2da 45=%<30 151 51 77 17 6
temporada = 151 51 77 17 6
3ra 4,5 =% < 30 153 41 76 30 6
t
emporada = 153 41 76 30 6
TOTAL 455 135 236 64 22




Como resultado de la re-evaluacion (cuadro 7), se identificaron 22 clones con una
capacidad rizogénica superior al 50%, 21 de ellos corresponden a individuos que en la

primera evaluacion con estacas de retofios habian enraizado menos del 30%.

Considerando ambas evaluaciones, se totalizan 46 clones distintos con una capacidad
rizogénica superior al 50% (25 identificados desde retofios y 21 adicionales desde
setos). En consecuencia el porcentaje de clones con enraizamiento superior al 50% se
aumenta desde el 2% identificado en las pruebas con retofios hasta 3,6%.

El mismo analisis, efectuado ahora para los clones que enraizan en una proporcion
superior al 30%, indica que existen 69 clones adicionales a los 77 dentificados en la
primera evaluacion. En consecuencia, considerando ambas evaluaciones el porcentaje

de clones con respuesta rizogénica superior al 30% se eleva de 6,1 a 11,4%.

4.1.3 Ensayos clonales

Los antecedentes generales de los ensayos establecidos, asi como los clones

individuales representados en cada uno de ellos se resumen en los cuadros 8y 9.



CUADRO 8

ENSAYOS CLONALES CON MATERIAL GENETICO TOLERANTE AL FRIO

Descripcion Ensayos clonales
~ Ensayo 1 Ensayo 2
Area patrimonial Sitio de frio
Empresa Bosques Arauco Forestal Celco S.A.
Predio Trongol H8 Peralillo
Comuna Curanilahue Quilleco
Condicion Costa VIl Reg Precordillera VIl Reg
Disefio Bloques al azar Bloques al azar

(1 arbol por parcela)

(3 arboles por parcela)

Repeticiones 10 bloques 6 bloques

N° de clones 24 16

Testigos Clones operacionales Clones operacionales
Forestal Arauco Forestal Arauco

Fecha plantacion 29.09.04 25.09.04

Fecha evaluacion 17.02.05 11.03.05

Sobrevivencia (%) 100% 93,8%

Altura (m) 0,46 0,56 m




CUADRO 9
CLONES CONSIDERADOS EN CADA ENSAYO

Codigo Predio Comuna Ensayo
Trongol Peralillo

CAF42 Cahual Quilaco X X

CAF44 Cahual Quilaco X X

CAF46 Cahual Quilaco X X
FAF22 San Miguel Ercilla X X
LCF16 Los Monos San Fabian X

LCF44 Sn Jorge Zemita Oriente San Carlos X

LCF65 Sn Jorge Zemita Oriente San Carlos X

LCF72 Sn Jorge Zemita Oriente San Carlos X
LCF75 Sn Jorge Zemita Oriente San Carlos X X
LLF7 Parcela 11 Fresia X

LLF13 Repil, Lote A Fresia X

LLF21 Repil, Lote A Fresia X

LLF24 Repil, Lote A Fresia X

LLF30 Las Ortigas y Napeco Fresia X

LLF34 Las Ortigas y Napeco Fresia X X
LLF38 Las Ortigas y Napeco Fresia X
LLF54 Ortigas, Hijuela 2 Fresia X X
LLF63 Parcela 4 Fresia X

TGF5 Los Tallos Paillaco X X

TGF16 Hijuela 54 Paillaco X X

TGF22 El Monte Los Lagos X X

TGF25 El Monte Los Lagos X X

TGF34 Monteverde Mafil X X

TGF35 El Trebol Los Lagos X X

TGF76 Lanco 3 Lanco X

TGF84 Lanco 3 Lanco X X

El disefio de los ensayos clonales depende de consideraciones practicas y
estadisticas, debiendo generar el maximo de informacion al minimo costo (Molina,
2005). Al respecto, Gezan (2005) establece que la silvicultura clonal es una préactica
relativamente nueva, y que por lo mismo, aun hay varios aspectos que deben ser
estudiados y resueltos. Particularmente, la evaluacion genética de clones es una de
las areas en que este autor (op. cit) reconoce falta de informacién para una adecuada
definicion de los ensayos clonales en terreno, sugiriendo disefios experimentales
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Optimos o proximos al 6ptimo para evaluar clones y estimar parametros genéticos que
permitan maximizar la informacién obtenida de estos ensayos.

Los disefios utilizados en los ensayos del proyecto FONDEF, bloques completos al
azar, con 10 bloques y un é&rbol por parcela (STP, single tree plot) en Trongoly 6
bloques, con parcelas lineales de tres arboles en Peralillo, permiten representar 10 y
18 rametos de cada clon, en cada sitio ensayado. Estos valores son superiores a los
optimos reportados por Gezan (2005) quien sefiala que con 6 rametos por clon y por
sitio se obtienen adecuadas estimaciones de las medias clonales, pero reconociendo
gue mientras mas rametos por clon se consideren, mas precisas seran las

estimaciones de los componentes de varianza y por ende de la heredabilidad.

La primera evaluacion de los ensayos instalados por el proyecto FONDEF, efectuada
entre los 5 y 6 meses de edad, ya mostraba diferencias estadisticamente significativas
entre las alturas medias de los clones (cuadros 10 y 11). En el caso cel ensayo
Peralillo, también se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

clones para la variable sobrevivencia (cuadro 12).

La variable sobrevivencia es de fundamental importancia para determinar la idoneidad
de los clones que se propagardn masivamente en el futuro. Tal como sefialan
Chambers et al. (1995) esta variable no se incluye como objetivo en los programas de
mejoramiento genético, sin embargo tiene un gran impacto sobre la productividad de
las plantaciones. El error de no considerar la sobrevivencia en la evaluacion de otros
caracteres, puede sesgar las estimaciones de los valores de mejora, particularmente si

existe una correlacion genética significativa entre ese caracter y la sobrevivencia.

En el caso de estos ensayos, los valores de sobrevivencia observados en la primera
evaluacion (93,8 y 100%) son altos y superan a los mencionados por Sanchez et al.
(2004) para otros ensayos clonales de eucalipto, evaluados a los 10 meses de edad,
donde obtuvieron valores de sobrevivencia que fluctuaron entre 68,5 y 98,8%. También
superan el 86,1% obtenido por Barbour y Butcher (1995) al evaluar la sobrevivencia de
estacas de E. globulus después de un afio de plantacion.



Los antecedentes anteriores indican que las plantas toleraron el estrés de la plantacion
y superaron sin inconvenientes el primer periodo estival, que es cuando generalmente

se produce la mayor mortalidad post plantacion.

CUADRO 10
PRUEBA DE DUNCAN PARA VARIABLE ALTURA (m) DE ENSAYO TRONGOL

CLON Medias

LCF65 037 A

LLF63 0,37 A

LLF24 0,38 A

CAF42 0,42 A B

TGF22 0,43 A B C
TGF5 043 A B C

LLF7 043 A B C
TGF34 0,44 A B C
LLF54 0,44 A B C D
TESTIGOS 045 A B C D
CAF44 045 A B C D
TGF35 045 A B C D
LCF16 045 A B C D
TGF76 0,46 A B C D
LLF34 0,46 A B C D
FAF22 0,47 A B C D
LCF75 0,48 A B C D
CAF46 050 A B C D
TGF25 050 A B C D
TGF16 050 A B C D
LLF13 0,52 B C D
TGF84 0,53 B C D
LLF21 0,56 C D
LLF30 0,56 C D
LCF44 0,58 D

Letras distintas 1 ndican diferencias significativas(p<= 0, 05)



CUADRO 11
PRUEBA DE DUNCAN PARA VARIABLE ALTURA (m) DE ENSAYO PERALILLO

CLON Medias

CAF44 0,43 A

TESTIGOS 0,49 A B

LLF54 0,52 B C

CAF42 0,53 B C D
FAF22 0,54 B (@ D E
TGF22 0,54 B C D E
LCF72 0,54 B C D E
LLF38 0,56 B C D E
TGF34 0,58 B C D E
TGF5 0,60 C D E
LCF75 0,61 C D E
TGF16 0,62 C D E
CAF46 0,62 C D E
TGF35 0,62 C D E
TGF84 0,63 D E
TGF25 0,63 E
LLF34 0,64 E

Letras distintas 1 ndican diferencias significativas(p<= 0, 05)

CUADRO 12
PRUEBA DE DUNCAN PARA VARIABLE SOBREVIVENCIA (%) DE ENSAYO PERALILLO

CLON Medias

LCF72 80,70 A

TGF5 93,01 A B
TGF22 95,17 A B
TESTIGOS 9549 A B
CAF46 9584 A B
CAF42 97,88 B
TGF34 98,95 B
TGF16 98,95 B
CAF44 98,95 B
FAF22 98,95 B
TGF35 100,00 B
TGF84 100,00 B
TGF25 100,00 B
LCF75 100,00 B
LLF34 100,00 B
LLF38 100,00 B
LLF54 100,00 B

Letras distintas 1 ndican diferencias significativas(p<= 0,05)



Respecto a la variable altura, en ambos ensayos una proporcién importante de los
clones seleccionados por el proyecto exhibe un comportamiento mejor que el de los

clones operacionales utilizados como testigos.

La diferencia de altura media entre ensayos no puede ser atribuida directamente a un
efecto de sitio, por cuanto las mediciones no fueron simultdneas y la diferencia de
tiempo entre ellas (aproximadamente un mes) es considerable en relacién a la edad de
los ensayos al momento de la evaluacion.

En cualquier caso, por tratarse de una evaluacion temprana las tendencias definitivas
aun no se reflejan en los datos analizados, de modo que no se pueden adelantar
conclusiones respecto a la idoneidad de cada clon ensayado.

Existen antecedentes de andlisis efectuados en forma temprana en ensayos clonales
de eucalipto, sefialandose que las evaluaciones genéticas generalmente se pueden
hacer a los tres afios, e incluso a una edad menor en especies de rapido crecimiento
(Lambeth et al., 1994; Wei y Borralho, 1998, citados por Sanchez et al., 2004).
Evaluaciones efectuadas entre los 10 y 12 meses de edad se han efectuado en
ensayos clonales de E. urophylla, pero su objetivo ha sido determinar interaccion
genotipo ambiente y no seleccionar clones en funcién de su desempefio, el cual se

reconoce que puede cambiar en el tiempo (Sanchez et al., 2004).

Para efectos de discriminar entre clones, e identificara los mas adecuados para su
representacion masiva en plantaciones operacionales, es recomendable efectuar la
evaluacion en una edad cercana a la mitad de la rotaciébn comercial, momento en que
se puede obtener una adecuada estimacion del comportamiento a la edad de cosecha.
Evaluaciones efectuadas con anterioridad constituyen un antecedente para establecer
correlaciones edad-edad, que orienten respecto a que tanto se puede adelantar la

evaluacion y obtener una buena estimacion del comportamiento final de los arboles®.

3 Roberto IpinzaC. Dr. Ingeniero de Montes. Asesor genética cuantitativa. Comunicacion personal
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En relacién a la evaluacion inicial de los ensayos, efectuada en el marco del proyecto
FONDEF, esta no resulta adecuada para discriminar el comportamiento entre clones
para variables de crecimiento. Evaluaciones posteriores permitiran dilucidar esta
situacion. Sin embargo, debe reconocerse como mérito de esta iniciativa el haber
establecido pruebas de terreno que en el futuro generaran valiosa informacion para
orientar las decisiones relacionadas con el aprovechamiento clonal del material
tolerante al frio.

4.2 Propuesta Para la Utilizacion de los Resultados del Proyecto FONDEF
DO0011036

El proyecto FONDEF D00I1036 “Captura de Genotipos para el Desarrollo de una Raza
de Eucalyptus globulus Tolerante al Frio” fue formulado para obtener tres resultados;
(a) Identificacién de arboles plus de E. globulus en zonas de frio; (b) Evaluacion de la
capacidad rizogénica de los arboles plus seleccionados; (c) Representacion de los
arboles con mayor capacidad rizogénica en ensayos clonales.

Los tres resultados anteriores y la informacién #cnica asociada a ellos conforma un
paquete tecnologico denominado “clones de E. globulus tolerantes al frio”, el que
constituye la forma en que los usuarios adquiriran el desarrollo tecnoldgico obtenido
por el proyecto. Los clones en si representan el poducto tecnoldgico posible de

transferir o comercializar.

4.2.1 Distribucién del material genético

Todas las instituciones vinculadas al desarrollo del proyecto, ya sea en calidad de
ejecutores o asociados, adquieren el derecho a utilizar para los fines propios de su
gestion todos los clones seleccionados durante el desarrollo del proyecto.

Paralelamente, con el objeto de retribuir diferencialmente los esfuerzos y recursos que
cada institucion destind a la ejecucion del proyecto, asi como para discriminarlas
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positivamente de aquellas que no participaron de este programa, se establecen
limitaciones para transferir a terceros el producto de esta investigacion. En lo esencial
se acuerda que cada empresa, si bien podra usar todos los clones, solo podra ejercer
el derecho de propiedad sobre aquellos individuos que hayan sido seleccionados en
areas de su patrimonio. Solo esos clones podra transferirlos a terceros al titulo que

ella estime conveniente.

Considerando que los fondos destinados a la ejecucion de este proyecto son de
naturaleza publica, los impactos del proyecto deben ser de nivel nacional. Para estos
efectos y privilegiando la posicion de los emprendedores que participaron en su
formulacion y ejecucion, se definen alternativas para que terceros puedan acceder a
las ventajas que involucra el uso del material genético seleccionado. Al respecto, se
establece que tanto CONAF como INFOR, entidades del sector publico dependientes
del Ministerio de Agricultura y vinculadas a la ejecucion del proyecto, podran disponer
del material genético para los fines propios de su quehacer institucional. En este
sentido CONAF instalé un huerto semillero clonal con los clones identificados por el
proyecto, con el objeto de producir semilla genéticamente mejorada que utilizara en
sus programas de fomento y apoyo a pequefios propietarios. Por su parte, INFOR
también podra instalar una unidad equivalente y hacer uso de los clones seleccionados
para labores de investigacion, asi como para otros estudios y evaluaciones que

considere de interés.

4.2.2 Propuestas para el uso del material genético del proyecto

El negocio derivado del proyecto corresponde a la explotacion comercial, por parte de

las empresas forestales, del producto “clones de E. globulus tolerantes al frio”.

Como tal, este negocio es una iniciativa de largo plazo, cuya gestacion se inicia con la
ejecucion del proyecto, para consolidarse con el establecimiento de plantaciones
comerciales de estos clones y la obtencion de los ingresos netos asociados a la
cosecha de estas al alcanzar su rotacion comercial.



Ademés del uso evidente de los clones para el establecimiento de plantaciones

comerciales, estos conjugan también otras opciones de uso igualmente interesantes.

Los clones selectos pueden complementar y fortalecer los programas de mejoramiento
genético de E. globulus, ofreciendo una mayor diversidad y amplitud a la base
genética que los sustenta. Particularmente, pueden ser utilizados como una poblacion
de infusidn o una sublinea que aporte tolerancia al frio a los actuales programas de
mejoramiento genético, aspecto que puede materializarse mediante el disefio e
implementacion de adecuados esquemas de polinizacion controlada y evaluacion de
las progenies obtenidas.

Otra finalidad apropiada para los clones selectos es su utilizacibn como material
experimental y de investigacion para mejorar la tolerancia al frio de la especie. En este
contexto, pueden ser utilizados como un material patréon o testigo para comparar el
desempefio de otros clones 0 progenies en cuanto a su tolerancia al frio, o en forma
equivalente para valorar objetivamente los resultados de diferentes tratamientos de
preacondicionamiento de plantas para tolerar bajas temperaturas, o para validar

herramientas predictivas de la resistencia al frio desarrolladas en laboratorio.

4.3 Anadlisis de Alternativas para Sobrellevar las Limitaciones Impuestas por el
Frio al Cultivo de E. globulus

Tal como lo sefialan los antecedentes expuestos en la revision bibliogréafica, existen
distintas alternativas cuya aplicacion puede contribuir en alguna medida a mitigar los
efectos del frio en el cultivo de E. globulus. Auln asi, el potencial de contribucién y el
estado actual de desarrollo de ellas, determinan diferentes grados de aplicabilidad
operacional.

Las particularidades propias de cada opcién, en términos de su disponibilidad actual y
expectativas futuras; su efecto sobre el aprovechamiento industrial de la especie; el



tiempo requerido para obtener resultados operacionales; los costos asociados a su
implementacién y la oportunidad en que ellas pueden ser utilizadas, constituyen los
atributos fundamentales para comparar y analizar los distintos enfoques sugeridos para
sobrellevar las limitaciones que el frio impone al cultivo de E. globulus. Una
comparacion en términos relativos de estas caracteristicas, para las opciones
tecnolégicas: reemplazo de especie, endurecimiento, hibridacién, clonacion vy

transgenia se resume en el cuadro 13.

El andlisis de las caracteristicas reflejadas en el cuadro mencionado sugiere que la
combinacion de mas de una de las opciones constituye un enfoque apropiado para
complementar sus ventajas y obtener los mejores resultados, en término de minimizar
el efecto del frio sobre las plantas a cultivar. También sugiere que las opciones
identificadas pueden ser clasificadas en términos de su oportunidad de utilizacion en

alternativas actuales y potenciales



CUADRO 13
ANALISIS COMPARATIVO DE LAS TECNOLOGIAS IDENTIFICADAS PARA
SOBRELLEVAR LAS LIMITACIONE IMPUESTAS POR EL FRIO AL CULTIVO DE E.

globulus.

Atributos Opciones tecnoldgicas

relevantes 1 2 3 4 5
Disponibilidad de | Disponible Disponible | Disponible Disponible En desarrollo
la tecnologia
Efecto sobre Reduce No afecta | Reduce No afecta No afecta
aprovechamiento | rendimiento rendimiento
industrial pulpable pulpable
Tiempo Corto Corto Mediano Mediano Largo
requerido para plazo plazo plazo plazo plazo
obtener
resultados
operacionales
Costos Bajos Bajos Medios Medios Altos
involucrados
Expectativas Variables Bajas Medias Medias Altas
futuras

Opciodn tecnoldgica 1: Cambio de especie.

Opciodn tecnoldgica 2: Endurecimiento de plantas.

Opciodn tecnoldgica 3: Hibridacion de E. globulus con especies tolerantes al frio.
Opciodn tecnoldgica 4: Seleccién y clonacion de individuos tolerantes al frio.
Opcidn tecnolégica 5: Transformacion genética.

4.3.1 Cambio de especie

Utilizar especies de eucalipto distintas a E. globulus en aquellas zonas donde esta se
ve afectada por las bajas temperaturas es una opcion practica para evitar los dafios en
las plantaciones. Es también una opcion disponible en la actualidad, y que durante la
década de los '90 constituyé uno de los principales argumentos para promover en
forma significativa la forestacion con E. nitens. No obstante, siendo una opcién valida,

en la practica no contribuye a mejorar el desemperio de E. globulus.

Por otra parte, en términos del aprovechamiento industrial del recurso, las especies
alternativas, entre ellas E. nitens, han manifestado un rendimiento pulpable menos
atractivo que el de E. globulus. Esta situacion, sumada al hecho que el principal

destino de estas plantaciones lo representan las plantas de celulosa, hace que el
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interés de las empresas por esta opcion sea inferior al que despierta E. globulus. Por lo
mismo, en la actualidad se destinan grandes esfuerzos a desarrollar esquemas de
manejo de E. nitens, orientados a obtener productos alternativos, de mayor valor que la

celulosa.

4.3.2 Endurecimiento de plantas (aclimatacion)

El endurecimiento o aclimatacion de las plantas a las bajas temperaturas también es
una tecnologia disponible. Su aplicacion se verifica como una medida adicional de
manejo de las plantas en vivero, las que mediante exposicion a temperaturas
relativamente bajas, sobre 0°, obtienen la capacidad de tolerar efecto de las heladas

en mejor forma que las plantas no endurecidas.

El efecto de esta practica es de poca duracion, pero tiene el mérito de manifestarse
precisamente durante la primera temporada de crecimiento de las plantas en terreno,
de modo que la tolerancia adicional a las bajas temperaturas se expresa en el estadio
de desarrollo en que son mas sensibles al frio.

La naturaleza de esta alternativa la constituye en un adecuado complemento adicional
para mejorar la tolerancia al frio de plantas generadas por cualquiera de las

alternativas que se describen en los puntos siguientes.

4.3.3 Hibridacion de E. globulus con especies tolerantes al frio

El estado actual de la tecnologia de polinizacién controlada permite generar hibridos
entre distintas especies de eucaliptos, existiendo de acuerdo a los antecedentes
reflejados en la revision bibliogréfica, abundantes ejemplos de su aplicacion. Es por lo
mismo, una opcién actualmente disponible para contribuir a otorgar tolerancia al frio a
E. globulus, mediante su cruzamiento con otras especies que manifiesten una mayor
tolerancia a este factor. El aprovechamiento de esta opcién tecnolégica pasa por usar
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especies sexualmente compatibles, evaluar el desempefo de los individuos hibridos
resultantes e identificar a los escasos individuos de interés, para posteriormente tener

la capacidad de propagarlos vegetativamente.

Aln cuando la teoria indica que se pueden combinar por este mecanismo
caracteristicas deseables de dos especies distintas, y obtener en la mayoria de los
casos una descendencia hibrida con un comportamiento intermedio entre el de las
especies puras, en la practica la bibliografia consultada sefiala que particularmente los

hibridos de E. nitens X E. globulus no han exhibido un desempefio apropiado.

Atendiendo a la gran variabilidad de las progenies hibridas, su aprovechamiento
practico necesariamente demanda la capacidad de poder propagar vegetativamente a
los individuos de interés. En este sentido, la tecnologia de hibridacion debe
complementarse con la de clonacion.

Por otra parte, el comportamiento intermedio exhibido por los hibridos en relacién a sus
padres, conlleva un sacrificio de las caracteristicas de interés de las especies puras.
Asi por ejemplo, un eventual hibrido E. nitens x E. globulus no sera tan resistente al frio
como E. nitens, ni exhibira rendimientos pulpables tan deseables como los de E.
globulus. Al respecto, una acuciosa seleccion de los progenitores, asegurandose que
ellos expresen ventajosamente los rasgos que se pretende transferir, contribuira a

mejorar el desemperio del hibrido obtenido.

En tal sentido, la seleccion y clonacion de individuos de E. globulus tolerantes al frio es
una tecnologia complementaria con la de hibridaciéon, por cuanto al mejorar las
caracteristicas de interés de las especies puras se obtiene un impacto directo en el
resultado del hibrido, permitiendo por ejemplo aumentar la participacién genética de E.
globulus, al hacer retrocruces entre la F1 y el padre mas deseable (E. globulus). Por
lo mismo, clones de E. globulus seleccionados especificamente por combinar una
manifiesta tolerancia al frio, con caracteres productivos deseables, constituyen los

individuos ideales para ser considerados en la planificacion de un programa de



cruzamientos hibridos con una especie complementaria que contribuya con tolerancia
adicional a las bajas temperaturas.

4.3.4 Seleccion y clonacion de individuos tolerantes al frio

La seleccioén y clonacién de individuos de E. globulus tolerantes al frio es un enfoque
practico y directo para mejorar el desempefio de plantaciones de esta especie en sitios
afectados por bajas temperaturas. Esta estrategia se basa en la variabilidad
intraespecifica que muestra E. globulus en relacion a la tolerancia al frio, la que ha sido
demostrada en observaciones empiricas y estudios documentados en la bibliografia
consultada (Bara et al., 1994, Prado et al., 1994; Droppelmann et al., 2001).

Entre sus ventajas se reconoce que es un método mas directo que la hibridacion, y a la
vez complementario a ella, para mejorar la tolerancia al frio. Exhibe ademas la ventaja
adicional de no sacrificar las caracteristicas deseables de E. globulus al hibridarlo con
otra especie que aporte frio-resistencia.

Tecnoldgicamente corresponde a una estrategia simple que hace uso de herramientas
tradicionales y disponibles de mejoramiento genético y propagacién, aspecto que lo
hace mucho mas accesible y aplicable que otras tecnologias de vanguardia, ain en
desarrollo y con limitaciones para su masificacion, como es el caso de la

transformacion genética.

Permite complementarlo con tratamientos de endurecimiento de plantas, para mejorar
aun mas el desempefio de las plantaciones en terreno durante el primer afio de su
establecimiento.

Como inconveniente se identifica el hecho de que la especie no es facil de propagar
vegetativamente y que so6lo una pequefia proporcion de los individuos selectos exhibe
una capacidad rizogénica compatible con la clonacibn operacional mediante
enraizamiento de estacas. Aun asi, constituye el método adoptado por las principales
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empresas forestales del pais para mejorar la tolerancia al frio de E. globulus y se ha
materializado operacionalmente mediante la implementacion del proyecto FONDEF

que se presenta en esta memoria.

Por otra parte, el enfoque propuesto ha demostrado ser exitoso en otros programas
operacionales de clonacion. Al respecto, la referencia mas directa corresponde a los
trabajos efectuados en Espafia, donde mediante la seleccion del orden de 1.744
individuos de E. globulus tolerantes a condiciones de sequia, permitié identificar 16
clones enraizables con los cuales se configur6 un programa operacional de clonacion
para generar material vegetativo para el establecimiento de plantaciones comerciales
(Cafas, 1990). EI mismo procedimiento fue adoptado también en Portugal por
empresas forestales como Celbi y Soporcel.

4.3.5 Transformacion genética

Como se sefala en la revision bibliografica, la tecnologia de modificacion genética
ofrece la posibilidad de intervenir en la constitucion genética de los individuos a traves

de la incorporacion de genes exdgenos, identificados y aislados en otros organismos.

De acuerdo con los antecedentes presentados en el cuadro 12, este enfoque
constituye una opcion potencial para contribuir a mejorar la tolerancia al frio de E.

globulus, pero su aplicacion operacional no resulta inmediata.

Efectivamente, la tecnologia de transformacion genética en arboles forestales es una
herramienta relativamente nueva. De acuerdo con Balocchi y Valenzuela (2004), los
primeros ensayos de campo se efectuaron recién en 1988, ocasion en que se
plantaron en Bélgica los primeros alamos transformados para resistir el efecto de
herbicidas. En la actualidad existen un poco mas de 200 ensayos y la Unica plantacion
conocida a escala comercial fue efectuada el afio 2003 en China.



Por otra parte, el desarrollo de esta tecnologia se concentra en relativamente pocos
paises. Segun los autores (op. cit.), el 64% de los ensayos se encuentra en Estados
Unidos, y un 41% se concentra en 7 paises europeos. Mas aun, 11 instituciones son
responsables de mas del 75% de los ensayos existentes. Estos antecedentes son
especialmente relevantes si se considera que uno de los obstaculos para el desarrollo
de transgenia es el considerable costo que involucra el pago de licencias, y royalties a
los titulares de las patentes asociadas a estos desarrollos.

La diversidad de géneros considerados en las pruebas de campo también es escasa.
Un 55% de ellas corresponden a Populus y un 15% a Pinus. El porcentaje restante
esta representado, en orden de participacion, fundamentalmente por Picea,
Liquidambar, Juglans, Eucalyptus y Castanea.

En la actualidad d numero de caracteres modificados aun es rstringido, siendo la
tolerancia a herbicidas el rasgo mas representado (31% de las pruebas de terreno).
Este caracter mas la resistencia a enfermedades e insectos, elementos de desarrollo
reproductivo y maodificacion de la lignina concentran el 90% de las liberaciones
experimentales de arboles transgénicos. Como hecho relevante debe destacarse que
aun cuando se reconoce que esta tecnologia puedes ser de utilidad para mejorar la
tolerancia al frio de E. globulus, no existe ningln ensayo reportado para evaluar esta
caracteristica.

Los antecedentes anteriores confirman que la modificacion genética es una tecnologia
nueva y poco difundida. Aun asi, es conocida por un amplio sector de la comunidad,
donde crea posiciones muy divergentes. A nivel de opinion general, existe un
conocimiento vago sobre el tema, normalmente sesgado por visiones sensacionalistas
que la asocian a manipulaciones genéticas nocivas para la salud humana y el
medioambiente. Por el contrario, una vision mas objetiva permite reconocer en esta
tecnologia una herramienta de gran potencial, cuya aplicacion en el sector forestal
permitird materializar importantes ventajas productivas, pero que aun requiere de
investigacién adicional para dilucidar dudas respecto a eventuales impactos no
deseados.
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Efectivamente, si bien la transgenie ofrece un gran potencial, alin presenta aspectos
tanto cientifico biolégicos como politico, sociales y econémicos, que deben ser
depurados. Una de las consideraciones técnicas mas relevantes dice relacion con la
estabilidad del rasgo transformado, es decir que el gen exdgeno sea heredado a la
descendencia y que se exprese en ella de forma estable. Al respecto, si bien el ADN
incorporado se integra a un locus simple del genoma nuclear y se hereda en forma
mendeliana, existen evidencias de la pérdida del fenotipo transformado durante la
meiosis, asi como irregularidades en la expresion del caracter en la linea de individuos
transformados (INFOR, 2003).

En términos econdmicos, existen limitaciones para calcular el retorno de las
inversiones en transformacion genética de arboles forestales, derivadas de los costos
de los royalties asociados con los genes y procesos protegidos por patentes. Como la
mayoria de estas innovaciones pertenecen a compafias biotecnolégicas como
Monsanto o ArborGen, y el material genético y los clones son propiedad de empresas
forestales, existe la necesidad de crear consorcios entre ambas entidades para aplicar
esta tecnologia al mejor material genético de las empresas.

A su vez, los aspectos de politica y regulacién de la investigacion y liberacion de
arboles transgénicos es un aspecto que aun debe ser resuelto para cada pais y para
cada esquema de certificacion forestal. Asi, de acuerdo con los estandares de
certificacion de FSC (Forest Stewardship Council) no se acepta la utilizacién de arboles
genéticamente modificados por considerarlos incompatibles con el manejo forestal
sustentable.

En Chile, la situaciébn de los arboles transgénicos esta en un estado aun mas
incipiente, siendo remota la posibilidad practica de usar esta tecnologia en el corto
plazo para mejorar la tolerancia al frio de E. globulus. Existen, sin embargo, algunas
iniciativas realizadas con Pinus radiata y Eucalyptus transgénicos, entre las que se
destacan los trabajos de GENFOR orientados a la obtencion de pinos resistentes a la
polilla del brote (Rhyacionia buoliana), y las investigaciones de Royal Dutch/Shell en

Chile y Uruguay para producir eucaliptos con un tipo diferente de lignina, con la
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finalidad de facilitar su remocién durante la fabricacion de pulpay papel. Por su parte,
Forestal y Agricola Monte Aguila S.A., miembro de este grupo, efectud pruebas de
campo con 60 plantas de eucalipto tolerantes al herbicida glifosato en 1999, bajo la
supervision del SAG. Posteriormente, abandond las pruebas sefialando que no
pretende continuar con los experimentos ni reemplazar sus plantaciones por eucaliptos
transgénicos (INFOR, 2003).

En resumen, la situacion de la tecnologia de transformacion genética para mejorar la
tolerancia al frio de E. globulus corresponde a la de una herramienta con un gran
potencial futuro, cuya aplicacion no se verificaria en el corto plazo. Este enunciado
coincide con las conclusiones que se desprenden del articulo de Bitran (2003), quien
reconoce la necesidad de invertir en transgenia en Chile: En primera instancia a nivel
experimental y exploratorio, mientras se liberan las barreras internacionales que limitan
su uso, reconociendo que cualquier postergacion involucraria un retraso en el
desarrollo tecnoldgico del pais. Y quien también destaca la necesidad de desarrollar

un marco regulatorio que inspire confianza en todos los estamentos de la sociedad.



5. CONCLUSIONES

La seleccion y clonacion de individuos de E. globulus tolerantes al frio corresponde a la
alternativa implementada por el proyecto FONDEF D00I1036 “Captura de Genotipos
para el Desarrollo de una Raza de Eucalyptus globulus Tolerante al Frio”, para mejorar
el desempefio de las plantaciones de esta especie en sitios expuestos a bajas
temperaturas y heladas. La propuesta reconoce que E. globulus es una especie
sensible al frio, pero aprovecha su variabilidad intraespecifica para seleccionar
individuos considerablemente mas tolerantes que el promedio de sus poblaciones y

constituir con ellos una linea clonal tolerante al frio.

La implementacion del proyecto FONDEF DO0O0I1036 permitid identificar una base
compuesta por mas de 1500 arboles plus de E. globulus seleccionados en areas de
frio. La evaluacién de la capacidad rizogénica de estos arboles individualizé 46 clones
con una capacidad rizogénica superior al 50%. De ellos 26 fueron representados en
dos ensayos clonales establecidos en terreno.

El porcentaje de clones identificados por el proyecto, con una aptitud rizogénica
compatible con la clonacion operacional es del orden del 3,6%.

Se confirma la baja capacidad rizogénica indicada por la bibliografia para E. globulus,
asi como la gran variabilidad que esta exhibe entre clones y en distintas evaluaciones

dentro de un mismo clon.

La evaluacion inicial de los ensayos clonales establecidos por el proyecto arroja altos
valores de sobrevivencia, pero no permite adelantar conclusiones respecto al
comportamiento de los clones para variables de crecimiento. Por lo mismo, se
recomienda efectuar nuevas mediciones a edades mas avanzadas, de modo que la
masificacion de los clones selectos, para su uso en plantaciones comerciales, solo se
produzca una vez que se obtengan conclusiones definitivas de su desempefio en
terreno, a una edad mas cercana a la de la rotaciébn comercial de la especie.



Los avances obtenidos por el proyecto en el desarrollo de una linea de E. globulus
tolerante al frio son considerables. Los clones y la informacion generada fortaleceran y
complementaran los programas de mejoramiento genético de E. globulus, y en funcion
de los resultados definitivos de sus ensayos, se identificara material genético que
mejorara la productividad de la especie en zonas donde se ve limitada por las bajas
temperaturas.

Se identifican diferentes estrategias para evitar o reducir el efecto del frio sobre las
plantaciones de E. globulus. Sus efectos y aplicabilidad son variados, reconociéndose
gue la complementacion de ellas representaria el enfoque mas adecuado para mitigar
el efecto del frio sobre la especie.

La hibridacion de E. globulus con especies tolerantes al frio es una tecnologia
disponible para generar material genético tolerante al frio. Es menos directa que la
seleccion y clonacion de individuos frio-tolerantes de E. globulus, e involucra un
sacrificio de las caracteristicas deseables de cada progenitor. AUn asi, es
complementaria con el enfoque de clonacion.

El endurecimiento de plantas mediante exposicion gradual a bajas temperaturas,
mejora su tolerancia al frio, resultando una medida complementaria de gran valor para

mejorar el desempefio de las plantas durante su primera temporada en terreno.

Utilizar especies distintas a E. globulus en aquellos sitios donde el frio limita su
desarrollo y sobrevivencia es una estrategia viable para reducir las pérdidas de
productividad. No obstante, las especies alternativas sugeridas para esta condicion,
particularmente E. nitens, exhiben rendimientos pulpables menos atractivos que los de
E. globulus.

La transformacion genética es una moderna herramienta biotecnoldgica, que exhibe un

gran potencial para contribuir a mejorar la tolerancia al frio de E. globulus. Sin



embargo, su estado de desarrollo y las restricciones para su uso sugieren que su
aplicacion a nivel operacional no se verificara en el corto plazo.
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ANEXO N° 1

DETALLES OPERATIVOS DE LA METODOLOGIA DEL PROYECTO FONDEF D00I1036:
“CAPTURA DE GENOTIPOS PARA EL DESARROLLO DE UNA RAZA DE Eucalyptus
globulus TOLERANTE AL FRIO”.



En el presente anexo se detallan las pautas de operacion definidas para efectuar las actividades
comprometidas en el proyecto FONDEF D00I1036 “Captura de Genotipos para el Desarrollo de
una Raza de Eucalyptus globulus Tolerante al Frio”.

ACTIVIDADES
1. SELECCION DE ARBOLES PLUS

Tuvo por objetivo identificar un minimo de 1.260 individuos superiores, en areas de frio, en un
periodo de tres afios, con una intensidad promedio de seleccién de un arbol cada 5 hectareas.
Las areas de frio corresponden a las comunas identificadas en las reuniones del Grupo
Eucalipto de la Cooperativa de Mejoramiento Genético Forestal (CMGF)(cuadro 1).

La seleccion se concentré en areas de frio coincidentes con el patrimonio de las empresas
involucradas en el proyecto, estableciéndose que en el caso de no enterarse el nilmero minimo
de arboles, los individuos faltantes se seleccionaran en patrimonio de terceros. En la practica
no fue necesario prospectar plantaciones de terceros.

La operacion para esta actividad se dividid en las siguientes fases:

Definicidon de programa de trabajo

Se efectud un programa de trabajo con cada empresa participante, para definir y priorizar las
areas y rodales a considerar en el programa de seleccién. Esta actividad fue coordinada por la
direccién del proyecto y la CMGF

Aprobacion y asignaciéon de rodales

La aprobacién de rodales estuvo a cargo de la CMGF. Consistié en verificar que el rodal se
encontrase en areas de frio; que la plantaciéon fuese mayor de 5 afios; y que la calidad del
recurso fuera apropiada para efectuar la seleccidon deseada. La aprobacién se complementé
con visitas a terreno en las que participaron los coordinadores del proyecto.

Durante esta fase se priorizd a aquellos rodales cercanos a la edad de rotacién
Una vez aprobados los rodales, fueron asignados a la empresa correspondiente para que

implemente en ellos una camparfa de seleccién con la intensidad indicada (promedio un arbol
cada 5 ha).



CUADRO 1
COMUNAS DONDE CONCENTRAR LA BUSQUEDA DE ARBOLES PLUS TOLERANTES AL FRIO

COMUNA N° DE PROP./COMUNA SUPERFICIE (ha)
Colbun 13 273.9
Linares 18 520.5
Longavi 10 262.9
Molina 22 819.3
Pelarco 5 96.4
Pencahue 12 177.6
Rio claro 17 968.7
San clemente 16 547.6
TOTAL VII REGION 3,666.9
Coihueco 3 63.2
Chillan 1 76.8
Chillan viejo 7 554.9
Los Angeles 18 268.6
Mulchén 23 1,200.3
Pemuco 3 383.0
Quilaco 6 1,006.3
Quilleco 3 44.2
San carlos 3 129.1
Santa barbara 5 417.1
TOTAL VIII REGION 4,080.3
Collipulli 4 353.5
Galvarino 7 94.3
Gorbea 4 154.5
Lautaro 8 1,082.2
Loncoche 1 37.3
Los sauces 5 322.6
Pitrufquén 2 42.6
Temuco 7 199.9
Traiguén 4 65.7
Victoria 1 12.7
Vilcan 6 163.6
TOTAL IX REGION 2,528.9
La union 11 745.5
Lanco 6 235.4
Los lagos 8 379.3
Méafil 4 281.3
Osorno 7 256.2
Paillaco 7 151.9
Panguipulli 1 224
Purranque 1 190.5
Rio negro 4 150.6
San pablo 4 57.3
Valdivia 14 595.9
TOTAL X REGION 2,470.4
TOTAL PROSPECCION 12,746.5




Seleccién de arboles candidatos

La seleccion propiamente tal fue efectuada por contratistas de la empresa correspondiente, bajo
su directa supervisién y coordinacién. Los costos de esta supervisién corresponden al aporte
de la empresa al proyecto (tal como se contempla en las cartas compromiso), mientras que los
costos de seleccidon propiamente tales fueron facturados a INFOR y se cancelaron con los
fondos que el proyecto contemplaba para esta actividad.

El pago de esta faena al contratista de seleccién se efectu6 en funcién de las hectareas
prospectadas y del numero de individuos seleccionados y aprobados por el proyecto.

Se cancel6 como maximo un &rbol cada 5 ha. El detalle de los valores a cancelar y forma de
pago se establecié en los respectivos contratos que INFOR suscribi6 con cada empresa
contratista.

La seleccion se efectud bajo los esquemas tradicionales empleados en la CMGF, y en los
proyectos de mejoramiento genético conducidos por INFOR, haciendo uso del sistema de los
arboles de comparacion, completando una ficha de evaluacion individual para cada arbol y
siguiendo las indicaciones que se detallan a continuacion:

Las plantaciones en que se seleccionaron estos arboles estaban en sitios sometidos
frecuentemente a bajas temperaturas, asi se garantizaba que los mejores arboles
correspondian a los que han resistido de mejor forma el frio.

En caso de que el sitio no correspondiese a condiciones de frio (condicién que era certificada por
la CMGF), los arboles que en él se seleccionaban no constituian parte de la poblacion tolerante al
frio (no se consideraban en el proyecto para ningun efecto).

En general, los arboles cumplian los siguientes requisitos

Encontrarse en rodales coetaneos de densidad uniforme.

Ser dominante (excepcionalmente codominantes).

Diametro superior al promedio del rodal.

Fuste recto, cilindrico y sin crecimiento en espiral.

Copa de diametro pequefio y balanceada.

Poseer ramas cortas, de poco diametro y con angulo de insercién en el fuste lo mas
cercano a 90°.

No estar inclinado.

Presentar una buena tolerancia a enfermedades, deficiencias y plagas.

No ser un arbol borde.

Una vez localizado un &rbol que reunia estos requisitos, debia ser comparado con los 5 mejores
arboles que se encontraban dentro de un radio aproximado de 20 m. Dependiendo de las
condiciones del area, dicho radio podia aumentarse hasta 30m.

Los arboles de comparacién debian ser elegidos considerando fundamentalmente su volumen,
razén por la cual se les media solamente diametro y altura, pero sin descuidar las demas
caracteristicas de calidad.

Una vez que un arbol candidato era definitivamente seleccionado, se le asignaba un nimero el que
se marcaba con pintura en dos caras opuestas del tronco a una altura visible. Del mismo modo, se



marcaban los arboles de comparacion con numeros correlativos definitivos del 1 al 5,
correspondientes a los anotados en el Formulario.

Cada arbol aprobado recibia un cédigo compuesto por tres letras, las primeras dos identifican a la
empresa en cuyo patrimonio se realizé la seleccion, seguido de la letra F (programa tolerancia al

frio) mas un namero correlativo. Este cédigo se usé para identificar permanentemente al clon
durante todas las etapas del proyecto.

Cada arbol candidato a plus, asi como a sus respectivos arboles de comparacién, fueron
evaluados en términos de las siguientes variables:

Altura:
Determinar la razén de altura mediante la siguiente férmula:
A = (Hs/Hc) * 100 - 100

Donde: Hs: Altura candidato.
Hc: Altura media 5 &rboles de comparacion.

Posteriormente, La razén de las alturas se transforma en puntaje para el candidato mediante la
escala del cuadro 2.

CUADRO2
ESCALA PARA ASIGNAR PUNTAJE EN FUNCION DE LA SUPERIORIDAD DE ALTURA DEL
CANDIDATO RESPECTO A SUS ARBOLES DE COMPARACION

SUPERIORIDAD EN PUNTAJE
ALTURA
Menos de 10%
10% - 11%
12% - 13%
14% - 15%
16% - 17%
18% - 19%
20 %
Mayor a 20%

~N| OO AW N[O

Si el arbol candidato es peor que el promedio de los arboles de comparacion, se restaban puntos
con la misma escala.
Volumen:
Determinar la razén de volimenes mediante la siguiente férmula:
V =(Vs/Vc) *100 - 100

Donde: Vs: Volumen candidato (segun funcién o DZH).
Vc: Volumen medio 5 arboles de comparacion.

Por cada 10% de exceso de volumen del candidato sobre los 5 arboles de comparacién se asigna
1 punto extra.



Calidad de Copa:

Se evalla subjetivamente desde el punto de vista del candidato respecto a los demas arboles,
considerando radio de la copa, tamafio del tronco, competencia bajo la cual ha crecido el arbol,
conformacion de la copa y dominancia balanceada.

Rango de calificacién: 0 a 2 puntos

Rectitud de fuste:

Para determinar rectitud se debe proyectar una linea imaginaria entre el fuste, al centro de la copa,
y el centro del fuste en la base del arbol (figura 1).

1. Arbol fuertemente curvado o con curvaturas multiples
2. Arbol con problemas de rectitud, cercano a 1

3. Arbol con curvaturas menores, cercano a 4

4. Arbol recto

T

FIGURA 1: Pauta gréfica para evaluar rectitud de fuste

Esta fue una de las variables cualitativas de mayor importancia en la toma de decision, se presto
especial atencion en definir si el arbol era o no recto y en verificar que esto no haya sido alterado
por efectos externos, como dafios durante el control de malezas, dafio mecéanico producto de
viento en etapas juveniles, etc. Bajo estas circunstancias se acept6 una torcedura basal hasta 1.0
metro desde el suelo.

Calidad de ramas:

Se juzga en forma subjetiva globalizando el diametro y dngulo de ramas como un solo concepto.
Es evaluado de 1 a 4, donde:

1. Ramas marcadamente mas gruesas y/o angulos mas agudos que el promedio
del rodal.

2. Calidad intermedia cercanas al valor 1

3. Calidad intermedia cercanas al valor 4

4. Ramas de diametro pequefio y angulo cercano a los 90°.



2. APROBACION (SANCION)

La aprobacion de los arboles seleccionados fue efectuada por la CMGF y tuvo por objetivo
verificar que estos cumplen con las condiciones para ser incorporados a las siguientes fases del
proyecto. En esta fase se asigno el cédigo definitivo a cada arbol aprobado.

El proyecto cancelé a la CMGF los gastos propios del proceso de aprobacién, de acuerdo a una
tarifa acordada previamente.

Las actividades de supervision y apoyo a la coordinacion efectuadas por la CMGF constituyeron
su aporte al proyecto y no fueron canceladas por éste.

3. HABILITACION (VOLTEO) Y MANTENCION DE TOCONES

La habilitacion corresponde a la faena requerida para poder obtener retofios de tocén desde los
arboles seleccionados y aprobados para su incorporacion a las siguientes etapas del proyecto.
Se efectud a fines del invierno de cada temporada de seleccion. Para estos efectos, en forma
posterior a la aprobacion se procedio de la siguiente forma:

Voltear el arbol seleccionados y los 8 arboles vecinos de acuerdo al esquema de la
figura 2, desramando los arboles volteados para asegurar que no hubiese sombra sobre
el tocdn del arbol selecto.

En el volteo se tomaron las precauciones necesarias para evitar que los arboles vecinos
caigan sobre el tocon del arbol selecto. Se volte6 primero a los vecinos y en ultimo
lugar el candidato seleccionado

Para voltear el arbol seleccionado, este se cort6 entre 0,3 y 0,5 metro sobre el suelo.
Posteriormente se repasara el tocon con una motosierra y cadena de buena calidad,
efectuando un corte limpio y sin desprendimiento de corteza, dejandolo a una altura
aproximada de 20 centimetros, y con un bisel en su parte superior de 15 a 30°, que
evite la acumulacién de agua sobre él (figura 3).

Identificar el tocon con una etiqueta metélica, clavada en el centro del tocén, en la que
se registré el codigo definitivo asignado durante el proceso de aprobacion. También se
pinté la base del tocon con pintura de color contrastante, a objeto de identificarlo
facilmente.
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o Arbol selecto

@ Arboles vecinos

Figura 2: Arboles a voltear para habilitacion de individuo seleccionado.

Figura 3: Esquema de tocon de arbol seleccionado (h: 20 cm; a: 15-30°)

Para efectos de monitorear el desarrollo del rebrote que se usaria para la confeccion de
estacas, los tocones fueron revisados al menos una vez al mes, desde el momento de su volteo
hasta la recoleccién de sus retofios para despacharlos a invernadero, donde se les avalué su
capacidad rizogénica mediante ensayos de enraizamiento de estacas.

Con posterioridad a cada visita se emitié6 un informe a la direccién del proyecto, en el que se
indicaba la altura promedio de los retofios y el nimero promedio de rebrotes por tocon, de
acuerdo a la siguiente pauta:

NUmero de retofios:
Sin brotacion
menos de 5 brotes
entre 5y 10 brotes
entre 11 y 20 brotes
mas de 20 brotes

Altura:
Valor promedio aproximado en cm.
Rango de variacion aproximado (altura maxima y minima)



4. COSECHA DE RETONOS Y DESPACHO A LABORATORIO

La cosecha de retofios correspondio a la recoleccién de rebrotes desde el tocon de los arboles
seleccionados y su despacho hacia invernadero. Se efectud en verano, de acuerdo a un
programa previamente establecido.

Los rebrotes a colectar debian ser sanos, con un adecuado grado de lignificacion vy
pigmentacién clorofilica, idealmente sin ramificacién axilar. El material colectado debia llegar a
los laboratorios de Bioforest antes del mediodia, del dia siguiente a su cosecha.

Previo a b cosecha se efectué una reunién de capacitacion en terreno para transmitir los
criterios de seleccidn, colecta y transporte de los brotes.

El ndmero de retofios a colectar y despachar a Bioforest debia permitir obtener al menos 50
estacas por arbol.

5. ENRAIZAMIENTO

La evaluacion de enraizamiento se realizé con los retofios despachados desde terreno. Ella se
efectué en los invernaderos de Bioforest S.A., mediante ensayos de enraizamiento que
consideraron 3 repeticiones por arbol, de 22 estacas cada una.

Los ensayos se evaluaron a los tres meses. En esa ocasion los clones que presentaban un
enraizamiento superior al 50% pasaron a un banco de clones para la generacion de las plantas
que se usarian en los ensayos clonales.

Los clones que enraizaron entre 30 y 50% fueron re-evaluados con material obtenido desde las
estacas enraizadas. Si en esta nueva evaluacién arrojaban porcentajes de enraizamiento
superiores al 50%, se incluian también en el banco clonal.

Los clones que no cumplian con los requisitos anteriores no fueron considerados.

El proyecto cancelé a Bioforest, por el servicio de enraizamiento, una tarifa acordada en forma
previa.

6. CONTRATOS Y FORMA DE PAGO

Las faenas de seleccion de candidatos, habilitacion de arboles aprobados, mantencion de
tocones, colecta y despacho de retofios se efectuaron con contratistas especializados. Para
estos efectos se suscribié un contrato tripartito entre INFOR, Empresa asociada al proyecto y
Empresa contratista.

La empresa contratista fue la encargada de ejecutar las labores anteriores, bajo la supervision y
coordinacion de la empresa asociada y la direccion del proyecto. INFOR fue el encargado de
cancelar la operacion de la empresa contratista con los fondos que el proyecto contemplaba
para tales labores. Los pagos se efectuaron en la medida que se verificaron los avances
comprometidos y de acuerdo a las tarifas y forma de pagos previamente acordados con los
contratistas y reflejados en sus respectivos contratos.



