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RESUMO

La mejora y conservacion de recursos ge-
néticos en especies forestales lleva siglos de
retraso con respecto a las especies agricolas.
Los recursos forestales se han considerado
tradicionalmente como recursos ‘‘mineros”,
en los que primaba la mera extraccion dejan-
do exclusivamente a la regeneracion natural
la labor de sostenibilidad en los montes y de-
hesas o montados. Hoy en dia, el necesario
desarrollo del medio rural obliga a la explota-
cién racional de los recursos como medio de
garantizar su sostenibilidad. Por ello se estd
empezando a extender el criterio de que las
especies forestales se pueden y deben “culti-
var” en determinados espacios.

Las caracteristicas bioldgicas de las espe-
cies forestales las hacen, a menudo, recalci-
trantes a las técnicas de mejora y conserva-
cién de recursos genéticos tradicionalmente
aplicadas a especies agricolas. En particular,
la propagacién vegetativa se ha utilizado am-
pliamente en muchos cultivos lefiosos como
una herramienta muy poderosa para capturar
todo el potencial genético de combinaciones
genéticas valiosas. En especies forestales, en

particular en las mediterraneas, esta posibili-
dad raramente se ha podido aplicar debido a
la baja capacidad morfogénica de estas espe-
cies y la fuerte influencia de la maduracién o
cambio de fase.

En los tltimos afios la biotecnologia fores-
tal ha tenido un desarrollo espectacular. En
particular las técnicas de regeneracion clonal
de plantas basadas en técnicas de cultivo in
vitro, fundamentalmente via embriogénesis
somatica, se estdn ya aplicando por muchas
empresas privadas e instituciones publicas a
nivel semi-operativo con diversas especies,
para la conservacion de material selecto y el
establecimiento de ensayos clonales.

Nuestros grupos de trabajo estian desarro-
llando protocolos de regeneracién por em-
briogénesis somadtica en distintas especies fo-
restales. En esta comunicacién se presenta el
estado actual de los conocimientos en dos es-
pecies tipicamente mediterraneas, el alcorno-
que (Quercus suber L.) y el pino pifionero
(Pinus pinea L.), destacando los principales
cuellos de botella para su aplicacién a gran
escala.
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ABSTRACT

Breeding programs and activities of con-
servation of genetic resources of forest spe-
cies are years behind the equivalents in agri-
culture. Forest resources have been tradition-
ally considered as “mining supplies”, in
which extraction was the main object, leaving
exclusively to natural regeneration the “la-
bour” of maintenance of the stands. Nowa-
days, the necessary development of rural
lands forces to a rational exploitation of re-
sources to guarantee its sustainability. Be-
cause of that, the opinion that forest species
can and must be “harvested” in specific areas
is beginning to be spread.

Biological characteristics of forest species
make them, sometimes, recalcitrant to the
breeding and conservation techniques usually
applied to agricultural species. Particularly,
vegetative propagation has been highly used
in woody harvests as an effective tool for
achieving higher genetic gains, making use
of the best genetic combinations. In forest
species, especially the Mediterranean ones,
this method of improvement has been hardly
applied, due to the low morphogenetic ability
and the great influence of maturation or
phase change on this trait. Over the last few
years, forest biotechnology has had a great
development. Particularly, plant regeneration
techniques based on in vitro tissue culture,
mainly via somatic embryogenesis, are being
used by different private firms and public in-
stitutions for the conservation of selected
trees and for the establishment of clonal trials
with different species.

Our research teams are developing proto-
cols for the regeneration of different forest
species via somatic embryogenesis. This
work presents the actual state of knowledge
in two typical Mediterranean species: cork
oak (Quercus suber L.) and stone pine (Pinus
pinea L.) highlighting the main bottle-necks
for their application on a large scale.

INTRODUCCION

En términos globales, debido al incremento
previsto de la poblacién mundial, asi como al
necesario aumento de la calidad de vida en
dreas actualmente deprimidas, se espera un
aumento considerable de la demanda de pro-
ductos de la agricultura y de la silvicultura.
Las proyecciones para el afio 2010 indican
que la industria forestal necesitard un 30%
mas de materias primas que en 1995, consi-
derando incluso la creciente utilizacion de fi-
bra reciclada. Hace 10 afios mas del 70% de
la produccién forestal venia de los bosques
naturales y menos del 30% de plantaciones
(Paques, 1999). Sin embargo, ya en 1992 se
empezaba a utilizar en Canad4, pais en que la
actividad forestal es una de las bases de su
economia, un lema muy gréafico, “from mi-
ning to farming””: pasar de considerar la pro-
duccién forestal como una actividad minera,
de simple extraccién, a comenzar el cultivo
de especies forestales, siguiendo las pautas
aprendidas de la agricultura. Como conse-
cuencia de la Conferencia de Rio, se espera
que la contribucién de productos forestales
procedente de los bosques naturales baje a
menos del 30%, mientras que la contribucién
de las plantaciones y de las industrias de reci-
clado suba a mas del 40 y 30% respectiva-
mente (Paques, 1999). Ello permitira la con-
servacion de la biodiversidad y de la variabi-
lidad genética de especies forestales en los
bosques naturales (que se deben aprovechar
pero con otros criterios, fomentando también
actividades de caza, ocio, culturales, etc.), y
que la produccién se lleve a cabo de forma
intensiva en plantaciones expresamente dise-
fladas para ello. En estas plantaciones la me-
jora, genética (incluyendo la opcién clonal) y
silvicola ha de jugar un papel fundamental. El
incremento de la produccién que se puede
lograr en dichas plantaciones serd un freno a
la presion antrépica sobre los bosques natura-
les.
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En Europa, los excedentes de produccién
agraria llevaron hace ya unos afios a la re-
forma de la Politica Agraria Comunitaria
(PAC) que instituia, entre otras medidas, un
régimen de ayudas a la reforestacion de tie-
rras agrarias (Reglamento CEE 2080/92).
Con base en estas medidas se inici6 tanto en
Espafia como en Portugal, entre 1994 vy
1996, un ambicioso programa de reforesta-
cién, cuya primera fase se dio por concluida
en 1999. El conjunto de los planes a des-
arrollar supuso la forestacién de 400.930 ha
con una inversion de 755 millones de euros
en Espafia (Ayuso & Méndez, 1999), y
139.047 ha invirtiendo 136 millones de eu-
ros en Portugal (Lopes & Pinto-Ribeiro,
1999). Una parte muy importante de dicha
reforestacion se llevé a cabo con especies
mediterraneas de los géneros Quercus 'y Pi-
nus. La experiencia acumulada en la ejecu-
cién de estos planes abrié grandes perspec-
tivas para los afios siguientes que se concre-
taron, en el caso de Espaiia, sobre la base de
lo acordado en la Agenda 2000 y en un
nuevo Programa Nacional de Forestacion.
Dicha experiencia deberia haber contribuido
a mejorar aspectos poco considerados en el
periodo anterior, sobre todo el relacionado
con una mayor atencion a la calidad del ma-
terial genético empleado (Mejias, 1999), pe-
ro sin embargo en este dltimo aspecto se ca-
rece aun de mucho conocimiento. Asi, se
dispone de informacién sobre técnicas silvi-
colas para la implantacién y cuidados de las
especies utilizadas, pero se tiene una infor-
macién muy escasa sobre los aspectos gené-
ticos relacionados con las mismas. El desa-
rrollo rural, particularmente en las regiones
mediterraneas, obliga a cuidar y explotar
adecuadamente sus recursos forestales, por
lo que ha llegado el momento de empezar a
considerar muchas de sus especies como un
cultivo y tratarlas como tal en plantaciones,
en las que la calidad y uniformidad sean de-

terminantes. Para su consecucion la biotec-
nologia puede jugar un papel fundamental.

APLICACIONES DE LA
BIOTECNOLOGIA FORESTAL

“En la segunda mitad del siglo XX ha
habido un desarrollo considerable de la
Electrénica y de la Informaética. El siglo
XXT serd testigo de la explosion de la Bio-
tecnologia”. Esta consideracion, frecuente-
mente mencionada en circulos econdmicos,
toma sus bases en los espectaculares desa-
rrollos de los dltimos afios del siglo pasado,
que culminaron con la publicacién de la se-
cuencia del genoma humano. La biotecno-
logia es un campo de actuacién con los seres
vivos y sus productos que tiene muchas fa-
cetas y de la que se han dado mdltiples defi-
niciones, desde algunas muy amplias hasta
otras demasiado utilitaristas. El-Kassaby
(2004) propone la siguiente: “el uso de or-
ganismos enteros o de porciones especificas
de los mismos para proporcionar informa-
cion cuantitativa y/o productos valiosos,
que puede incluir el aislamiento y/o la ma-
nipulacion de componentes genéticos espe-
cificos de dichos organismos”. Con esta de-
finicién el autor pretende hacer ver que la
biotecnologia no es sélo la manipulacién de
los genomas de los seres vivos, aspecto que
causa preocupacion en la opinién publica,
sino que también tiene otras posibilidades
de gran interés. Sus herramientas permiten
por una parte generar informacién para una
mejor gestion de los recursos naturales
(conservacion y uso sostenible), y por otra
parte producir plantas para utilizar con fines
operativos en plantaciones con gestion ge-
nética y silvicola intensiva, las cuales seran
la mejor defensa de los bosques naturales al
satisfacer la presion de la demanda (Sutton,
2002). Una estrategia ibérica sobre los re-
cursos genéticos forestales deberfa contem-
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plar el papel de la Biotecnologia para no
perder el tren de otros paises. Debido a la
importancia de este dmbito, organismos in-
ternacionales como la FAO, que tienen gru-
pos interdepartamentales sobre biotecnolo-
gfa y bioseguridad, en su programa regular
sobre recursos genéticos forestales estan tra-
tando estos temas. Para ello se basan en las
recomendaciones de un panel internacional
de expertos que se lleva reuniendo cada 2-4
afios desde 1968. En su ultima reunién cele-
brada a final de 2003, sobre la base de un
documento de trabajo previo (El-Kassaby,
2004) este panel resalté el papel a desempe-
fiar por la FAO en la concienciacién del po-
tencial y limitaciones de la Biotecnologia en
el sector forestal, recomendando que conti-
nde proporcionando informacién amplia y
actualizada a los paises y otras organizacio-
nes internacionales sobre aspectos relacio-
nados con el uso de estas tecnologias (FAO,
2004).

Biotecnologias y Aplicaciones

La Biotecnologia Forestal sigue los pasos
de la Biotecnologia vegetal aplicada a la
Agricultura. De los muchos congresos habi-
dos en los ultimos afios sobre esta materia,
asi como de diversas revisiones (Campbell
et al., 2003) se pueden establecer diferentes
divisiones en categorias tecnoldgicas de la
Biotecnologia Forestal, que varian segin los
autores (El-Kassaby, 2004). Como se ha
mencionado anteriormente, se pueden apre-
ciar dos grandes lineas en funcién de su
aplicacion: las categorias destinadas a obte-
ner informacién sobre la variabilidad de los
seres vivos y sobre sus procesos de creci-
miento y desarrollo, basadas fundamental-
mente en las técnicas de biologia molecular,
y las destinadas a producir plantas, nativas o
modificadas, basadas en las técnicas del cul-
tivo in vitro. En la primera linea se situarfan

cuatro grandes categorias, en cada una de
las cuales se podrian encontrar diferentes
campos de aplicacién: Marcadores, Geno-
mica, Protedmica y Metabolémica. En la
segunda linea tendriamos dos categorias ba-
sicas: Regeneracion de Plantas y Modifica-
cién Genética. Entre todas estas categorias
se establecen solapamientos, precisando en
muchas ocasiones unas de otras. Asimismo,
la aplicacién de técnicas de cultivo de teji-
dos ha propiciado el desarrollo de la Crio-
conservacion, como categoria adicional, de
amplio uso en el sector agricola. La embrio-
génesis somdtica, por su gran capacidad
multiplicativa y por sus posibilidades de au-
tomatizacion, se estd configurando como la
via principal para la regeneracién clonal de
plantas de especies forestales. En muchos
paises, tanto instituciones publicas como
empresas privadas la estdn utilizando para el
establecimiento de plantaciones operativas
(como es el caso de la palma de aceite), o a
nivel semioperativo para la conservacién de
genotipos selectos y la instalacién de ensa-
yos clonales (Celestino et al., 2005a).

Situacién en Espaia

El nimero de grupos de trabajo implica-
dos en Espafia en este campo tan amplio y
diverso es muy escaso y con poca masa cri-
tica (Toribio & Celestino, 2000), aunque se
encuentran en claro aumento. En los tltimos
afios se han constituido redes tematicas para
coordinar la actividad de estos grupos de in-
vestigacién, fomentando las interrelaciones
entre los mismos. Los grupos de investiga-
cién espafioles que trabajan en el desarrollo
de herramientas biotecnoldgicas, o usan de
las herramientas de la biotecnologia para di-
versas aplicaciones en el &mbito del uso y la
conservacion de recursos genéticos foresta-
les, se encuentran mayoritariamente refleja-
dos en las pdginas web de dos redes. La pri-
mera, de dmbito mas general, es GENFO-
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RED (INIA, 2005). La segunda, que recoge
un mayor nimero de grupos dedicados a la
Biotecnologia Forestal y en la que se dispo-
nen encuadrados en las diferentes categorias
antes mencionadas, es la red “Gendmica
Funcional en especies de interés Forestal”
(MEC, 2005). Recientemente se han empe-
zado a promover nuevas formas de interco-
municacion, ligadas al VI programa marco
de la UE. Asi por ejemplo, se estd en proce-
so de creacion de una “Plataforma Espafiola
de Gendmica Vegetal” con el fin de conec-
tar la comunidad cientifica con el sector
empresarial y la Administracién en el cam-
po de la Genémica y la Biotecnologia Vege-
tal en general. Asimismo, organizaciones
empresariales del sector forestal como
CONFEMADERA y ASPAPEL han pro-
movido la constitucién del nodo espafiol de
la “Plataforma Forestal Europea” para po-
tenciar el futuro de innovacién y desarrollo
tecnoldgico.

EMBRIOGENESIS SOMATICA EN
ALCORNOQUE Y PINO PINONERO

El equipo de investigaciéon del IMIDRA
lleva afios trabajando sobre embriogénesis
somadtica en alcornoque (Quercus suber L.)
y recientemente ha comenzado una colabo-
racién con el equipo de la Universidad de
Evora sobre el pino pifionero (Pinus pinea
L.), dos especies forestales tipicamente me-
diterraneas.

Las primeras respuestas de embriogénesis
en alcornoque se observaron en cotiledones
de embriones cigéticos (Toribio & Celesti-
no, 1989). Afios después se demostro la po-
sibilidad de obtener embriones somaticos a
partir de hojas de plantas jovenes (Fernan-
dez-Guijarro et al., 1991), determinandose
las condiciones para su conversién en plan-
tas (Fernandez-Guijarro et al, 1994). La
multiplicacién de embriones sométicos tiene

lugar mediante embriogénesis secundaria en
medio sin reguladores de crecimiento, lo
que genera un proceso recurrente practica-
mente ilimitado en el tiempo (Fernidndez-
Guijarro et al., 1995). Estos embriones se-
cundarios se generan fundamentalmente por
medio de un proceso de gemacién multice-
lular a partir de células superficiales de la
caliptra, pero también se pueden observar
embriones que se inician a partir de células
Unicas o de pequefios grupos celulares que
se aislan del tejido en proliferacién (Puigde-
rrajols et al., 1996). Las técnicas de cultivo
in vitro pueden generar variacién somaclo-
nal; sin embargo no se ha observado varia-
cién en el patrén de marcadores de ADN ti-
po RAPDs dentro de diferentes lineas em-
briogénicas de alcornoque (Gallego et al.,
1997). El resultado mas importante ha sido
la demostracién de que es posible obtener
embriones sométicos a partir de tejidos pro-
cedentes de arboles adultos, tanto en alcor-
noque como en encina (Quercus ilex L.)
(Toribio et al., 2000). Desde entonces se es-
ta logrando la regeneracién a partir de hojas
de alcornoques de distintas procedencias
(Hernandez et al., 2001), e incluso de arbo-
les selectos (Hernandez et al., 2003). Las li-
neas embriogénicas de alcornoque soportan
bien la crioconservacion, pudiéndose reacti-
var y regenerar plantas sin especiales difi-
cultades (Valladares et al., 2004). Asimismo
los cultivos embriogénicos son un material
ideal para aplicar técnicas de transformacién
genética (Alvarez et al., 2004). Se ha esta-
blecido un ensayo en campo para comparar
el comportamiento de las plantas proceden-
tes de embrion somadtico frente a las de be-
llota, asi como de las que proceden de in-
ducciones en arboles adultos frente a las de
inducciones en hojas de plantas jévenes, a
fin de verificar el supuesto rejuvenecimiento
(Celestino et al., 2005b).

Por tanto, la posibilidad de clonar genoti-
pos selectos de alcornoque, bien para su
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conservacion o bien para establecer ensayos
clonales a fin de obtener informacién sobre
pardmetros genéticos e influencia del am-
biente sobre los caracteres de interés, es hoy
en dia una posibilidad real. Sin embargo
quedan cuellos de botella si se trata de llevar
esta técnica al terreno operativo. El mas im-
portante, de cara a poder establecer sistemas
automatizados de produccion, es lograr cul-
tivos sincrénicos de embriones, en los que
se pueda controlar de forma més efectiva el
proceso de maduracién. El fomento de la
iniciacion de embriogénesis secundaria por
la via unicelular, asi como el cultivo en bio-
rreactores de inmersion transitoria (TIS),
son posibilidades muy atractivas (Jiménez et
al., 2005).

El pino pifionero es una especie muy re-
calcitrante a la propagacién vegetativa. Pre-
senta dificultades en el estaquillado y puede
mostrar una influencia muy acusada del fe-
némeno de topdfisis. Nunca se ha publicado
un articulo sobre embriogénesis somética en
esta especie. En nuestros equipos, colabo-
rando con los Drs. Bonga, Klimaszewska y
Park (Canadd), se ha logrado la induccién
de masas pre-embriogénicas a partir de em-
briones cigéticos de familias selectas, pro-
cedentes de un huerto semillero clonal (Car-
neros et al., 2005). En los cultivos de masas
de embriones-suspensores, se han observa-
do embriones con diferentes grados de dife-
renciacién. Por el momento existen dificul-
tades para el mantenimiento en crecimiento
activo de estas lineas embriogénicas.
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