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Resumen

Para dar sentido agronómico a diferentes biotecnologías de aplicación, esto es, para poder transferir las posibilidades
que ofrecen a la actividad operativa, es necesario disponer de una técnica fiable de regeneración de plantas. El cultivo de
tejidos de genotipos valiosos, de meristemos libres de virus, de células transformadas, etc., no sirve de nada desde un
punto de vista aplicado si de ellos no es posible conseguir la multiplicación en masa de dichos genotipos selectos, obtener
plantas saneadas o lograr plantas transgénicas, en condiciones económicamente viables. La embriogénesis somática está
ampliamente considerada como la mejor vía de regeneración que utiliza las técnicas de cultivo de tejidos vegetales en
biotecnología forestal. Los avances actuales en biotecnología-genómica están teniendo un gran impacto en el uso de
material selecto en muchos programas de mejora. La embriogénesis somática está contribuyendo a la producción de
plantas transgénicas y a la consecución de la silvicultura clonal de alta productividad, con calidad de madera mejorada y
menor impacto de enfermedades, en plantaciones forestales. Este artículo revisa la situación actual de la embriogénesis
somática aplicada a especies forestales.
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Summary

Somatic embryogenesis as a main tool in forest biotechnology

To give agronomic value, that is, to be able to transfer the benefits of different biotechnologies of application to
operational purposes, a reliable plant regeneration technique is needed. Tissue culture of valuable genotypes, of virus-free
meristems, of transformed cells, etc., is not worth if we are not able to mass propagating clonal plants, to obtain healthy
plants or to achieve transgenic plants. Somatic embryogenesis is widely assumed to be the best tissue culture-based way
of regenerating plants in forest biotechnology. Recent advances in biotechnology-genomics are having an important effect
on the deployment of selected genetic plant materials in many breeding programs. Somatic embryogenesis is contributing
to the release of transformed plants and to the implementation of clonal forestry with improved productivity, enhanced
wood quality and reduced diseases in forest plantations. This article review the current status of somatic embryogenesis
applied to forest species.
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«Somatic embryogenesis has yet to become a mature
technology. Research on it is critical - and notable for its
omission from your program. You may not consider this

glamorous, but if you don’t help recognize and foster
research interest in this area by explicitly including it in
your main program at such a prestigious meeting, there

will be no outlet for forest biotech products. There will not

even be the ability to prove their efficacy and safety on a
scale considered meaningful by most geneticists. So I am

hoping you can add this to your program and thereby
solicit contributions. Thank you.»
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Introducción

El incremento en la población mundial es considera-
ble: las previsiones indican que hacia la mitad del si-
glo XXI habrá 10.000 millones de personas, habiéndo-
se duplicado la población en sólo sesenta años
(Laarman y Sedjo, 1992). Además, el mayor incremen-
to en la población se está produciendo en los países en
vías de desarrollo, que consecuentemente habrán de in-
crementar su nivel de calidad de vida lo que conlleva
una gran demanda de productos naturales. La creciente
demanda de productos forestales, unida al incremento
en la necesidad de tierras arables para satisfacer las ne-
cesidades de la agricultura en muchas partes del mun-
do, están llevando a una presión intensa y en aumento
sobre los recursos naturales del monte. Las previsiones
sobre necesidades de madera a nivel global para el año
2010 son de 500 millones de m3, un 30% más que las
que se demandaron en 1994 (Pâques, 1999). Las previ-
siones para la mitad de este siglo son de seis billones de
m3 (Sutton, 2000). Esta fuerte presión de la demanda
está llevando a un serio problema de deforestación, es-
pecialmente de bosques tropicales: entre 1960 y 1990
se perdieron 450 millones de ha, alcanzando la tasa de
deforestación en la última década del siglo pasado casi
17 millones de ha/año (Pâques, 1999). Este es el caso
del bosque Tesso Nilo en Sumatra, considerado como
uno de los lugares con mayor índice de biodiversidad
del mundo, que en los últimos 20 años ha perdido
300.000 ha, un 64% de su superficie, tal y como lo han
denunciado diversas organizaciones internacionales
como WWF (EL PAÍS, 14 de abril de 2003).

En los últimos años, tanto el reciclado de papel como
el establecimiento de plantaciones forestales intensivas
que puedan dar respuesta a las necesidades crecientes
de madera y otros productos, se están considerando
como la mejor defensa de los ecosistemas amenazados
de deforestación (Sutton, 1999). Por otra parte, las
plantaciones forestales están incluidas en uno de los
mecanismos del Protocolo de Kyoto sobre control del
calentamiento global y cambio climático, como sumi-
deros de CO2. Recientemente, en la cumbre de las Na-
ciones Unidas sobre el clima celebrada en Milán, se han
aprobado las reglas sobre plantaciones forestales, que
incluso incluyen la utilización de árboles genéticamen-
te modificados (EL PAÍS, 11 de diciembre de 2003).
Algunos países ya han comenzado los ensayos, como
Australia que está financiando un programa para esta-
blecer en Vietnam una plantación de 8.000 ha de aca-

cias y eucaliptos transgénicos, siguiendo los pasos de
China que estableció en 2002 la primera plantación co-
mercial de Populus modificados genéticamente (FAO,
2004).

Las plantaciones han de optimizar la producción por
unidad de superficie. Por ello las prácticas intensivas de
mejora cultural y genética están plenamente justifica-
das. En relación a las segundas, la alta heterocigosidad
de las especies forestales, unida al alto componente ge-
nético de tipo no aditivo que controla diversos caracte-
res de interés, hacen necesario acudir a la propagación
vegetativa para obtener ganancias genéticas adecuadas
(Zobel y Talbert, 1984). La propagación vegetativa se
ha utilizado ampliamente en distintas fases de los pro-
gramas de conservación y mejora de muchas especies
forestales, aplicándose incluso con fines operativos en
especies de los géneros Populus, Salix, Cryptomeria y
Eucalyptus. Si no se ha aplicado de forma más extensi-
va es debido a las características biológicas de las espe-
cies leñosas: por una parte las capacidades morfogéni-
cas, necesarias para poder efectuar esta forma de
propagación, son limitadas en muchas de ellas, y por
otra los problemas derivados del cambio de fase que
hacen difícil o imposible la propagación de árboles
adultos, por pérdida absoluta de su capacidad morfogé-
nica. A medida que se han refinado las técnicas, en los
países forestalmente más avanzados ya se está implan-
tando de forma progresiva la selvicultura clonal de alto
valor, combinada con una gestión adecuada de la varia-
bilidad, para su aplicación a las plantaciones intensivas
(Park et al., 1998; Park, 2002).

Para lograr la propagación vegetativa se ha de dispo-
ner de una vía de regeneración de plantas («ramets») a
partir de células, tejidos o porciones de la planta donan-
te («ortet») que sea fiable, reproducible, aplicable a dis-
tintos genotipos, y altamente productiva. También se
requiere que genere material fiel al donante sin variabi-
lidad intraclonal y, fundamentalmente para el sector fo-
restal, que sea susceptible de automatización para redu-
cir los costes de producción. Al comienzo del siglo XX
Haberlandt predijo que si todas las células de un orga-
nismo tenían la misma información genética que la cé-
lula inicial, el cigoto, sería posible una «marcha atrás»
en su expresión génica, de tal forma que volvieran a ex-
presar el patrón de desarrollo embriogénico hasta for-
mar auténticos embriones de origen somático. Esta po-
sibilidad se verificó en células del parénquima de raíz
de zanahoria a finales de los años 50, y desde entonces
se ha ampliado a cientos de especies diferentes. Las pri-
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meras especies forestales en las que se logró esta expre-
sión de la «totipotencia» de sus células fueron Santa-
lum album en el caso de frondosas (Rao, 1965), y Picea
abies (Chalupa, 1985; Hackman y von Arnold, 1985) y
Larix decidua (Nagmani y Bonga, 1985) en el caso de
coníferas. Desde entonces se han publicado miles de ar-
tículos y se han regenerado cientos de especies foresta-
les por embriogénesis somática. Esta vía de regenera-
ción consiste, por tanto, en la obtención de auténticas
semillas somáticas, que tienen su origen en células so-
máticas de la planta donante, las cuales se «reprogra-
man» y siguen un patrón de desarrollo idéntico al del
embrión de origen cigótico. Al no ser la célula inicial
producto de un proceso de recombinación y fusión de
gametos, se conserva íntegramente el genotipo de la
planta donante. Actualmente, la vía de regeneración
que cumple con los requisitos que se mencionaron ante-
riormente para lograr una óptima propagación vegetati-
va, y que por tanto se considera como la más adecuada
para la micropropagación de especies forestales, es la
embriogénesis somática (Merkle y Dean, 2000; Sutton,
2002).

La regeneración de plantas a partir de células o teji-
dos se puede considerar como el elemento central de
la biotecnología vegetal: es lo que da sentido agronó-
mico a otras facetas de la biología celular o molecular.
Disponer de una herramienta que permita regenerar
plantas es imprescindible para que la clonación, el sa-
neamiento de plantas, la crioconservación de material
vegetal o la transformación genética se conviertan en
biotecnologías de aplicación. Adicionalmente a su
papel central en la micropropagación de especies fo-
restales, la embriogénesis somática también se ha re-
velado como la mejor vía de regeneración en criocon-
servación (Janeiro y col, 1996; Engelmann y col,
1997) y transformación (Peña y Séguin, 2001), siendo
por ello también elemento imprescindible en los estu-
dios de genómica funcional, a fin de validar genes re-
lacionados con procesos determinados (Campbell y
col, 2003).

Desde un punto de vista aplicado, cabe resaltar que
los primeros árboles generados mediante técnicas de
cultivo in vitro se obtuvieron en el inicio de los años 60
utilizando la vía organogénica, es decir, la inducción de
yemas axilares o adventicias y su posterior enraiza-
miento. Sin embargo, durante estos últimos años, la in-
dustria forestal ha apostado claramente por la vía de la
embriogénesis somática, ya que presenta las ventajas
reseñadas de su elevado potencial de multiplicación, el

potencial para hacer crecer los cultivos en biorreacto-
res, la opción de aplicar técnicas de encapsulación para
fabricar semillas sintéticas y, por último, la posibilidad
de utilizar los cultivos embriogénicos como dianas ade-
cuadas para la transformación genética. Se han publica-
do protocolos para la obtención de cultivos embriogé-
nicos y su crioconservación en la mayoría de las
especies forestales con interés comercial. Sin embargo,
en los últimos años, los experimentos realizados mayo-
ritariamente en empresas privadas, cuyos resultados es-
tán bajo patente, están empezando a dejar de ser accesi-
bles (Merkle y Dean, 2000) y por ello su difusión es
muy limitada. Es en estos últimos casos donde hay una
mayor actividad: empresas como BioForest y GenFor
(Chile), Rayonier, Rubicon y Carter-Holt Harvey (Nue-
va Zelanda), International Paper, Westvaco y Weyer-
haeuser (USA), AFOCEL (Francia), JD Irving, Arbor-
gen y CellFor (Canadá) están produciendo miles de
brinzales clonales al año, fundamentalmente de espe-
cies tales como Picea abies, Picea glauca, Picea ma-
riana, Pseudotsuga menziesii, Pinus strobus, Pinus
elliotii, Pinus taeda y Pinus radiata (Cyr y Klimas-
zewska, 2002).

Las fases de la regeneración por
embriogénesis somática

Inducción

Es el proceso por el que las células del explanto (por-
ción de la planta donante cultivada in vitro) cambian su
patrón de expresión y generan los embriones somáticos
iniciales. Generalmente está condicionado por la pre-
sencia de reguladores del crecimiento en el medio de
cultivo, fundamentalmente auxinas y citoquininas, pero
se puede desencadenar, si el explanto es inmaduro, en
ausencia de los mismos, tanto en angiospermas (Fer-
nández-Guijarro, 1997) como en gimnospermas (Lelu
et al., 1999). En la mayoría de las especies la embriogé-
nesis somática se obtiene a partir de embriones cigóti-
cos inmaduros, lo que es sobre todo típico en coníferas
(Klimaszewska y Cyr, 2002). Por ello, una de las limi-
taciones más importantes por el momento, es que se ha
logrado en muy pocas especies la formación de embrio-
nes somáticos en tejidos procedentes de individuos
adultos, y por tanto con posibilidades de ser selecciona-
dos con fiabilidad. Para solventar este inconveniente, la
estrategia que se sigue es producir líneas embriogéni-
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cas a partir de semillas procedentes de cruzamientos
controlados, y crioconservar las mismas mientras se
evalúan algunas plantas procedentes de las mismas en
diferentes lugares de ensayo. El material crioconserva-
do mantiene todo su potencial propagativo hasta com-
pletar la fase de evaluación.

Sin embargo, paulatinamente están empezando a pu-
blicarse trabajos que indican la posibilidad de obtener
embriogénesis somática a partir de tejidos no embrio-
narios. Así, por ejemplo, se puede inducir embriogéne-
sis somática en hojas procedentes de plantas jóvenes de
Quercus suber (Fernández-Guijarro et al., 1994), de
Quercus rubra (Rancillac et al., 1996) y de Quercus ro-
bur (Cuenca et al., 1999). Diferentes experimentos pre-
liminares indicaron que se podían conseguir embriones
somáticos a partir de hojas de alcornoques adultos (Fer-
nández Guijarro, 1997; Toribio et al., 2000). Reciente-
mente se ha confirmado dicha posibilidad, clonando di-
ferentes alcornoques seleccionados (Hernández et al.,
2003). Asimismo la posibilidad de lograr embriones so-
máticos a partir de hojas de árboles adultos se está em-
pezando a extender a otras especies como olmo (Conde
et al., 2004) y roble (Toribio et al., 2004), confirmando
las posibilidades que abría un antiguo trabajo en encina
(Féraud-Keller y Espagnac, 1989). También se puede
lograr embriogénesis a partir de elementos florales
(Merkle y Battle, 2000; Toribio et al., 2000), pero en
este caso hay que confirmar si se trata de embriogénesis
somática o gamética. En algunas especies de coníferas
se ha logrado la inducción de embriogénesis somática
a partir de tejidos no embrionarios (Atree et al.,
1990; Ruaud et al., 1992), pero las referencias sobre
árboles adultos son todavía escasas, como la patente
sobre Pinus pinaster, citada en Ramarosandratana et
al. (1999), y la inducción en ápices vegetativos de ár-
boles de 20 años en Pinus radiata (Smith, 1999) y de
15 años en Pinus patula (Malabadi y van Staden,
2005).

Uno de los aspectos fundamentales en la consecu-
ción de respuestas morfogénicas es la influencia del
componente genético sobre las mismas, aspecto sobre
el que a menudo no se incide suficientemente en las téc-
nicas de cultivo in vitro. Sin embargo se ha comproba-
do en varias especies, y en coníferas en particular que,
fundamentalmente sobre la inducción de embriogénesis
somática, existe una influencia importante del compo-
nente aditivo de la varianza genética (Park et al., 1993;
Park et al., 1994), lo que permitiría efectuar una mejora
genética sobre este carácter.

Multiplicación, maduración y conversión
en planta

Los embriones somáticos se multiplican por embrio-
génesis secundaria, lo que genera un proceso recurren-
te. En general, la capacidad de multiplicación clonal
mediante embriogénesis recurrente es muy elevada,
aparentemente ilimitada en el tiempo y libre de condi-
cionantes estacionales, lo que proporciona un inmenso
potencial multiplicativo a esta técnica. El principal cue-
llo de botella se encuentra en la producción sincrónica
de embriones de calidad, que den lugar a plantas vigo-
rosas. Se entiende como embriones de calidad aquellos
que se asemejen a los embriones cigóticos maduros de
la especie.

Una vez inducida la embriogénesis somática, los
embriones entran en un proceso cíclico de clonación
embriónica, que no requiere en muchos casos la presen-
cia de reguladores del crecimiento (Fernández Guijarro
et al., 1995; Cuenca et al., 1999). En muchas angios-
permas, sobre todo cuando los embriones llegan a al-
canzar un estado de diferenciación cotiledonar, este
proceso de embriogénesis recurrente se suele basar en
la proliferación de la caliptra del embrión somático pri-
mario que genera, tras una meristematización en múlti-
ples zonas de su superficie, unos desarrollos embriogé-
nicos secundarios de tipo multicelular (Puigderrajols et
al., 1996). Sin embargo, la embriogénesis repetitiva
puede también tener lugar en otras fases del desarrollo
embriogénico, considerándose la mas adecuada para la
proliferación en medio líquido la que tiene lugar en for-
ma de masas preembriogénicas (PEMs) (Merkle,1995).

El aislamiento celular es una de las hipótesis clásicas
utilizadas para explicar el desencadenamiento del pro-
ceso embriogénico en células somáticas (Smith y Kri-
korian, 1989). Algunos autores que han observado la
existencia, simultánea o no, de las vías multicelular y
unicelular para la génesis de embriones secundarios
han sugerido que mediante modificaciones en las con-
diciones de cultivo se puede favorecer una u otra vía
(Michaux-Ferrière et al., 1992). Una posible estrategia
de sincronización de cultivos es tomar material al inicio
de su desarrollo embrionario, lo cual implicará poten-
ciar la vía unicelular utilizando tratamientos que causen
necrosis y/o aislamiento celular: envejecimiento de los
cultivos (Féraud-Keller y Espagnac, 1989), estrés sali-
no con macronutrientes (Choi et al., 1998) y estrés no
plasmolítico con sacarosa (Kamada et al., 1989). Tam-
bién se puede utilizar la vía del aislamiento mediante
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digestión enzimática de las paredes celulares, con base
en la tecnología desarrollada para la obtención de pro-
toplastos (Tibok et al., 1995; Dhir et al., 1998). Poste-
riormente, para lograr la sincronía, la técnica exige el
fraccionamiento y subcultivo de las estructuras inicia-
les. El filtrado doble parece el más apropiado, tal y
como se ha aplicado en Liriodendron tulipifera (Merkle
et al., 1990) y Robinia pseudoacacia (Arrillaga et al.,
1994).

A continuación hay que entrar a considerar el control
del desarrollo estable de dichas estructuras sin embrio-
génesis secundaria, primero histogénesis y embriogé-
nesis y luego maduración. Una vez obtenidos los culti-
vos de células aisladas o pequeños agregados en
suspensión, es preciso mantener un desarrollo embrio-
génico estable, sin aparición de embriogénesis secun-
daria. En coníferas la presencia de ABA es obligada
para detener la poliembrionía de partición («cleavage»)
y lograr que los embriones somáticos, que antes de di-
cho tratamiento son acúmulos globulares de unas pocas
células con largas células del suspensor, lleven a cabo
su proceso de histogénesis, diferenciación y madura-
ción hasta alcanzar el estado cotiledonar (Klimaszews-
ka y Cyr, 2002). En frondosas este regulador no ha pro-
porcionado resultados claros, tal vez por ser muy
crítico el momento de aplicación durante el proceso
embriogénico. Por otra parte hay que tener en cuenta
que la disminución de los niveles endógenos de dicho
regulador puede ser rápida e influida por otros factores
(Carrier et al., 1997). También es muy generalizada la
utilización, fundamentalmente en coníferas, de sustan-
cias que disminuyen el potencial osmótico del medio y
no tienen penetración celular, como el polietilén-glicol
(PEG) de alto peso molecular, para estabilizar el proce-
so embriogénico (Yantcheva et al., 1998). Asimismo,
se ha señalado que la presencia de distintos tipos de
azúcares, tales como fructosa (Carraway y Merkle,
1997) y maltosa (Reidiboym-Talleux et al., 1998), pue-
den tener una influencia marcada sobre el proceso de
maduración, al igual que la presencia de hidrolizado de
caseína (Yantcheva et al., 1998). Todas estas sustancias
pueden ser determinantes en este proceso, el cual con-
fiere a las semillas somáticas la capacidad de almacena-
miento de sustancias de reserva y la resistencia a la de-
secación.

Se ha observado que el posible estrés causado por la
ausencia de elementos nutritivos (inanición) puede
ejercer un efecto regulador en el desarrollo de los em-
briones somáticos (Fernández-Guijarro et al., 1994).

Con esta base, entre otras, funciona una técnica, la in-
mersión transitoria, de importante desarrollo en los
últimos años. Esta técnica ha mostrado grandes posibi-
lidades para regular el desarrollo, en medio líquido, de
embriones somáticos de diferentes especies, sincroni-
zando cultivos, impidiendo la aparición de embriogé-
nesis secundaria y estimulando la maduración (Cabas-
son et al., 1997; Etienne et al., 1997).

Desde un punto de vista práctico, el proceso de em-
briogénesis recurrente en medio sólido es muy laborio-
so, debido a la necesidad de efectuar repicados frecuen-
tes, aunque puede servir para producir el relativamente
pequeño número de plantas que se necesitan para llevar
a cabo ensayos clonales. Sin embargo, la producción de
plantas clónicas por embriogénesis somática con fines
operativos, tiene que pasar por el desarrollo del cultivo
en medio líquido y la utilización de biorreactores. El es-
tudio del efecto de los nutrientes sobre los explantos
cultivados in vitro está adquiriendo, cada vez más, una
importancia capital por su influencia no sólo sobre el
crecimiento sino también sobre las respuestas morfogé-
nicas, hasta el punto de que en determinadas circuns-
tancias pueden sustituir a los reguladores del creci-
miento (Preece, 1995; Ramage y Williams, 2002). Por
otra parte, el cultivo en medio líquido presenta induda-
bles ventajas sobre el medio semisólido: hay una mayor
disponibilidad de los nutrientes y se difunden mejor los
metabolitos excretados por los tejidos. Además, debido
a la ausencia de la interferencia del gelificante, se pue-
den medir con mas facilidad y en forma continua varia-
ciones en el pH, conductividad, iones, etc., al tiempo
que se puede reemplazar por medio fresco con más fa-
cilidad. Por ello se considera como la base necesaria
para establecer biorreactores en los que se pueda auto-
matizar el cultivo. Sin embargo el cultivo en medio lí-
quido presenta problemas como las dificultades de ai-
reación y la inducción de fenómenos de vitrificación en
los tejidos. La técnica de inmersión transitoria puede
resolver dichos problemas, y constituirse en la base del
desarrollo de futuros biorreactores. Además se ha com-
probado, como se ha mencionado anteriormente, que
diferentes frecuencias de inmersión, con el estrés ayu-
no-nutrición que propician, tienen también efectos de
regulación morfogénica, particularmente en embriogé-
nesis somática (Etienne y Berthouly, 2002). Por ello los
sistemas de cultivo en medio líquido utilizando técni-
cas de inmersión transitoria, se están revelando como
muy útiles de cara a la promoción y el control del pro-
ceso recurrente, permitiendo el escalado de los cultivos
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embriogénicos en condiciones de automatización. Las
recientes experiencias con cultivos de coníferas, utili-
zando mallas como soportes de las masas de embrio-
nes-suspensores, abren grandes expectativas para el de-
sarrollo de biorreactores con estas especies (Vágner et
al., 2005).

Por último, los embriones maduros han de germinar
para lograr las plantas que se transfieran a suelo. Los
mejores tratamientos para obtener germinación coordi-
nada y sincrónica son los tratamientos de frío. Para me-
jorar las tasas de conversión, puede ser importante te-
ner en cuenta el momento de la transferencia ex vitro,
dado que en algunas especies se ha observado que la
transferencia de los embriones recién germinados pro-
porciona mejores tasas que las de plantas inicialmente
desarrolladas in vitro (Merkle y Watson-Pauley, 1994).
Para el acondicionamiento de las plantas en condi-
ciones in vitro, se ha estudiado el efecto de algunos re-
guladores como giberelinas, así como de sustancias
complejas (hidrolizado de caseína y leche de coco)
(Rugkhla y Jones, 1998).

Evaluación y aplicaciones adicionales

Fidelidad clonal

La propagación vegetativa permite generar proge-
nies en las que se captura todo el potencial genético,
aditivo y no aditivo, del progenitor. Sin embargo, cuan-
do aparece variabilidad intraclonal muchas de las ven-
tajas de la propagación vegetativa se ven reducidas. Por
ello, para cualquier método de propagación vegetativa
que se aplique, es muy importante que se obtengan
plantas en las que se mantenga la fidelidad clonal (Park
et al., 1998).

Como se ha mencionado anteriormente, la propaga-
ción vegetativa mediante embriogénesis somática, uti-
lizando técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales,
puede jugar un papel muy importante en las estrategias
de mejora de especies forestales, especialmente si se
puede lograr a partir de individuos adultos. Sin embar-
go, las técnicas de cultivo de tejidos pueden causar va-
riación somaclonal, en parte de origen genético (Larkin
y Scowcroft, 1981). También hay que considerar que la
variación genética puede estar presente entre diferentes
partes del árbol donante (Libby y Ahuja, 1993) y por
tanto trasladarse a la progenie vegetativa. Por ello, la
detección precoz de posible variación genética es de ca-

pital importancia cuando se desea mantener la fidelidad
clonal.

Distintos tipos de marcadores de ADN (RAPDs,
SSRs, AFLPs) pueden ser apropiados para la detección
de variación precoz, pudiendo con ellos identificar a los
donantes y hacer un seguimiento de su descendencia
clonal. Los marcadores de tipo AFLP se han señalado
como muy apropiados para diferentes estudios sobre
diversidad genética, mapeo e identificación clonal. Son
más adecuados que los RAPDs, particularmente por su
repetibilidad y porque generan muchos más marcado-
res polimórficos por reacción. Esta técnica se ha utili-
zado para determinar la estabilidad genética de material
procedente de cultivo in vitro (Engelborghs et al., 1998;
Chen et al., 1999; Vendrame et al., 1999; Hornero et
al., 2001). En los últimos años, al aumentar el número
de identificaciones de loci microsatélites en muchas es-
pecies, y particularmente aquellos que son suficiente-
mente inestables como para detectar variaciones, los
marcadores tipo SSR están comenzando a utilizarse
para la detección de la variación somática, tanto la exis-
tente en material propagado mediante técnicas de esta-
quillado convencional (Lian et al., 2004), como utili-
zando técnicas de cultivo in vitro (Wilhelm et al.,
2005).

Diversos autores han manifestado que la regenera-
ción de plantas por embriogénesis somática es una vía
menos expuesta a generar variación genética debido a
que su consecución implica la expresión de muchos ge-
nes, y cualquier alteración en los mismos haría inviable
el proceso (Vasil, 1995). Aunque hay diversos estudios
que señalan la estabilidad genética de embriones somá-
ticos y de las plantas por ellos generadas (Heinze y
Schmidt, 1995; Gallego et al., 1997; Engelborghs et al.,
1998), otros trabajos indican la aparición de variacio-
nes entre embriones somáticos (Vendrame et al. 1999;
Hornero et al., 2001). Se da el caso de encontrar varia-
ción entre embriones somáticos, pero no entre las plan-
tas obtenidas de su germinación (Wilhelm et al., 2005).

Evaluación en campo

Entre los aspectos que más preocupan a los investi-
gadores relacionados con la embriogénesis somática, el
más importante es el asociado a un distinto grado de
madurez de las plantas obtenidas por propagación ve-
getativa respecto a las procedentes de semilla (Ruaud y
Pâques, 1995). Los ensayos en campo son necesarios
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para comparar el comportamiento de plantas con distin-
tos orígenes y, asimismo, proporcionan una valiosa in-
formación en cuanto a la estimación de interacciones
genotipo-ambiente y a la evaluación de clones.

En el campo forestal son pocas las especies en las
que se ha conseguido la transferencia a tierra de propá-
gulos micropropagados y, en la mayoría de los casos,
estos provienen de donantes en fase juvenil en los que
no es posible hacer una selección por características de-
seables asociadas siempre a la plena madurez de los ár-
boles. Los ensayos en campo para evaluar el comporta-
miento de las plantas micropropagadas más extendidos
son los realizados en especies de mayor valor comer-
cial, pudiendo destacarse los estudios realizados en Pi-
cea glauca (Webster et al., 1990; Grossnickle et al.,
1992), en Picea abies (Ruaud y Pâques, 1995) y en
Pseudotsuga menziesii (Benowicz et al., 2002). En an-
giospermas, la aplicación comercial más extendida se
encuentra en la palma de aceite, Elaeis guineensis
(Khaw et al., 1998). En estos trabajos, plantas proce-
dentes de semilla y de embriones somáticos derivados
de tejidos juveniles tuvieron un desarrollo similar du-
rante los primeros años de crecimiento, indicando estos
resultados un alto grado de mantenimiento de juve-
nilidad en las plantas obtenidas por embriogénesis so-
mática.

Comparación embrión cigótico vs. somático

En muchas especies el paso más limitante para el de-
sarrollo de la embriogénesis somática es el proceso de
maduración, con la acumulación inherente de sustan-
cias de reserva (Merkle, 1995). Por lo tanto, el estudio
del proceso de maduración del embrión cigótico puede
ser útil para definir un modelo que sea aplicable a la
embriogénesis somática, fundamentalmente en lo que
se refiere a la composición de los medios de cultivo.
Esto es de especial importancia en especies como las
del género Quercus, donde la acumulación de sustan-
cias de reserva tiene lugar en los cotiledones y no en el
endospermo o en el megagametofito, como es el caso
en coníferas.

Los estudios sobre nutrición de embriones se han
realizado tradicionalmente aplicando diferentes com-
posiciones y concentraciones de nutrientes y regulado-
res de crecimiento de los medios de cultivo, y evaluan-
do su efecto mediante la determinación de parámetros
sencillos, tales como la tasa de crecimiento y el número

de estructuras embriogénicas. Los resultados que se ob-
tienen con estos ensayos carecen de una significación
fisiológica, por lo que en la mayoría de los casos, no es
posible conocer los mecanismos involucrados en el
proceso. Más recientemente en algunos estudios se han
considerado otras variables tales como los nutrientes y
los cambios en la composición del embrión, lográndose
mejores ajustes en la composición del medio de cultivo
y un mejor control del proceso embriogénico (Montoro
et al., 1995; Magnaval et al., 1997). Existe la posibili-
dad de mejorar los procesos de embriogénesis somática
basándose en el conocimiento de la fisiología de cada
estadio de desarrollo del embrión cigótico in vivo, y so-
bre el conocimiento de los factores de crecimiento y ni-
veles de nutrientes observados en óvulos durante los
procesos de embriogénesis cigótica (Carman et al.,
1996; Joy et al., 1996). En este sentido Michaux-Fe-
rriere (1998) llegó a la conclusión de que la informa-
ción suministrada por el estudio del desarrollo del em-
brión cigótico puede mejorar la realización de sistemas
de embriogénesis somática en ciertas especies.

Crioconservación

La crioconservación es decir, el almacenamiento de
material biológico a temperatura del nitrógeno líquido,
es el único método actualmente disponible para asegu-
rar la conservación a largo plazo de los recursos genéti-
cos de especies que tienen semillas recalcitrantes o han
de ser propagadas vegetativamente (Engelmann y Ta-
kagi, 2000). La conservación de células, tejidos y órga-
nos vegetales en nitrógeno líquido permite el almace-
namiento, teóricamente por tiempo indefinido, con las
ventajas añadidas de la reducción de la erosión genéti-
ca, mínimo espacio necesario, su aplicación con semi-
llas ortodoxas y recalcitrantes, conservación de la va-
riación inter e intrapoblacional, riesgo mínimo de
enfermedades y corto tiempo necesario para la produc-
ción de un elevado número de propágulos (Graudal et
al., 1997).

Los embriones somáticos constituyen un material
muy adecuado para ser crioconservados, con la consi-
guiente aplicación de esta tecnología a la mejora fores-
tal. La estrategia que se sigue más habitualmente para
solventar la incapacidad de clonar individuos de valor
contrastado, consiste en generar líneas embriogénicas a
partir de material juvenil, generalmente embriones ci-
góticos procedentes de parentales seleccionados o de
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cruzamientos controlados. Una vez obtenidas se rege-
neran plantas que se implantan para su evaluación clo-
nal, mientras que la línea embriogénica de la que proce-
den se introduce en crioconservación para mantener su
potencial multiplicativo (Park et al. 1998). Evidente-
mente, si no se puede lograr la propagación a partir de
árboles adultos, esta es una estrategia válida aunque
costosa. La técnica, en todo caso, ya se está utilizando
para mantener líneas embriogénicas de material con va-
lor comercial (Engelmann et al., 1997), pudiéndose
aplicar tanto a gimnospermas (Klimaszewzka y Cyr,
2002) como a angiospermas (Valladares et al., 2004).

Aplicación práctica de la
embriogénesis somática: costes y
estrategias de uso del material clonal

Incluso en la palma de aceite, especie en la que la
aplicación comercial de la embriogénesis somática está
más extendida, con miles de hectáreas plantadas desde
hace casi treinta años en Costa de Marfil, Malasia e
Indonesia, los costes de producción (y en pequeña me-
dida la variación somaclonal) son los principales cue-
llos de botella para su extensión. El precio de venta de
las plantas somáticas no se ha podido disminuir de cin-
co veces el precio de las plantas procedentes de semi-
llas selectas, fundamentalmente debido a que existe un
lapso de 18 meses entre la introducción de los explan-
tos iniciales en cultivo y la salida de las primeras plan-
tas al campo, así como a la gran cantidad de mano de
obra requerida (Rival, 2000). Sin embargo, a pesar de
estos costes de producción, el cultivo con este material
aún merece la pena: a una densidad de plantación de
145 árboles/ha y una edad promedio de planta de 25
años, los costes de producción usando embriogénesis
somática se compensan por los rendimientos obtenidos
(Brinks, 2000). En lo que respecta a coníferas, la mayor
parte del trabajo realizado tiene lugar en el sector priva-
do y por tanto la información disponible es muy genéri-
ca. En el caso de Pinus radiata en Nueva Zelanda, el
coste de producción de plantas somáticas por embrio-
génesis (incluyendo la crioconservación durante cinco
años mientras se llevan a cabo ensayos clonales) es casi
cuatro veces el coste de producción de plantas por mi-
cropropagación (organogénesis), y a su vez estas supe-
ran en 5-7 veces a las obtenidas de semilla (Smith,
1999). Sin embargo, las empresas privadas menciona-
das al principio están haciendo un esfuerzo inversor

para mejorar los procesos de regeneración, producien-
do millones de plantas somáticas para establecer
ensayos clonales en los futuros lugares de plantación.
Así por ejemplo CellFor, en Canadá, ha producido en
los últimos años plantas para establecer ensayos con
más de 4.500 clones de Picea glauca x engelmannii, P.
glauca, P. sitchensis, Pinus radiata y P. taeda, funda-
mentalmente, generando unos dos millones de plantas
somáticas anualmente (Sutton, 2002). La compañía es-
tadounidense Weyerhaeuser, centrada en Pseudotsuga
menziesii, ha producido recientemente 100.000 plantas
somáticas para establecer ensayos clonales (Gupta y
Timmis, 2005). Adicionalmente esta empresa se en-
cuentra a la cabeza de las patentes - la protección de la
propiedad intelectual es muy activa en este campo —
seguida de la también estadounidense Westvaco y de la
canadiense CellFor, acumulando las tres los dos tercios
del total (Cyr y Klimaszewska, 2002). Aunque la capa-
cidad de multiplicación de los embriones somáticos
mediante la embriogénesis recurrente puede ser muy
alta y mantenida en el tiempo, y por tanto la capacidad
de producción muy elevada, los costes de producción
de planta son en la actualidad más caros que los del es-
taquillado, debido sobre todo al alto coste de la mano de
obra requerida en las fases de maduración y germina-
ción. En las técnicas de cultivo in vitro los costes de
mano de obra suponen más de un 60% de los costes tota-
les de producción, que podrían reducirse mediante la au-
tomatización de los procesos mediante los biorreactores
que ya se están desarrollando (Gupta y Timmis, 2005).

Una de las grandes inquietudes que genera la utiliza-
ción de material de origen somático es la disminución
de la variabilidad que puede conllevar la silvicultura
clonal, la cual podría suponer un gran riesgo ante las
variaciones del medio biótico o abiótico. Al margen de
la gran estabilidad que han demostrado muchos clones
propagados vegetativamente durante cientos de años en
diferentes ámbitos de actuación (viticultura, fruticultu-
ra, e incluso forestal), el problema ha preocupado du-
rante años a la comunidad científica, que se ha centrado
en la pregunta que formuló el genetista Libby: «¿cuál
es un número seguro de clones por plantación?»
(Libby, 1982). La silvicultura clonal puede y debe ges-
tionar la variabilidad en las plantaciones para llegar al
equilibrio entre ganancia genética y riesgo asumido.
Muchas variables condicionan el posible riesgo deriva-
do del uso de material clonal, entre otras, el turno de
corta en el sitio a establecer, el grado de fiabilidad de
los clones a plantar (por lo que es preceptivo realizar
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los oportunos ensayos clonales), las prácticas silvícolas
(incluyendo control de plagas) que se ejecutarán, etc.
Existe un cierto acuerdo en que la cifra de clones a esta-
blecer en una plantación esté entre 15 y 30, que serían
suficientes para conferir protección, al tiempo que no
se perderían los beneficios de la silvicultura clonal
(Libby y Ahuja, 1993). La forma en la que se dispon-
drían en la plantación, bien mezclados o en mosaico,
también tendría incidencia sobre el riesgo. Alternativa-
mente, se ha propuesto para reforestaciones en el este
de Canadá acudir a una mezcla de clones y plantas pro-
cedentes de semilla. Por ejemplo, el 60% de las plantas
lo constituiría una mezcla de los mejores clones identi-
ficados en ensayos genéticos, y el 40% restante proven-
dría de semillas de huertos semilleros. Además de redu-
cir los costes de planta, este sistema incrementaría la
diversidad inicial en la reforestación. Por otra parte,
como en muchos casos hacia la mitad del turno de rota-
ción se realiza un aclareo que puede llegar a ser del
40% del área plantada, quedarían para el final del turno
los mejores árboles, tanto de los clones (presumible-
mente la mayoría) como de algunas de las semillas,
manteniendo con ello un mayor nivel de diversidad
(Park, 2002).

El material clonal también se puede utilizar en la me-
jora de especies de crecimiento lento, como es el caso
de las del género Quercus. En estas especies la instala-
ción de huertos semilleros no ha dado los resultados es-
perados. Los primeros huertos semilleros clonales de
robles en Europa se instalaron en Alemania a finales de
los años 40, con el propósito principal de producción de
semillas con fines operativos. Sin embargo los proble-
mas derivados del rechazo a largo plazo de los injertos,
así como la baja y variable tasa de producción de semi-
llas que no podía satisfacer la demanda, han limitado su
utilidad. A esto se unen los problemas típicos de que di-
ferentes clones contribuyen de forma diferente a la co-
secha de semillas, debido a sus diferentes patrones de
floración, y al hecho de que el generalmente bajo nú-
mero de clones utilizados en la mayoría de los huertos
limitan selecciones futuras, con lo que su papel en los
programas de mejora se ha reconsiderado, potenciando
otras opciones de propagación (Kleinschmit, 1986).
Para ello se ha propuesto que la aplicación práctica de
su mejora genética descanse en dos pilares fundamen-
tales (Savill y Kanowski, 1993):

1) La integración de todos los elementos clave del
ciclo de mejora en una única población física [para

cada situación ambiental], que serviría como un ensayo
genético, base para la selección, y fuente de semillas
mejoradas y propágulos.

2) El desarrollo y utilización de metodologías de
multiplicación eficientes.

La embriogénesis somática podría ser la metodolo-
gía de multiplicación adecuada a este propósito. Las es-
pecies del género Quercus se han estudiado con relativa
intensidad, existiendo resultados prometedores (Wil-
helm, 2000). En particular, como se puede lograr la in-
ducción de embriogénesis en árboles adultos de algu-
nas de sus especies (Hernández et al., 2003; Toribio et
al., 2004) se dispone de una herramienta muy poderosa
para poder clonar árboles seleccionados e instalar los
oportunos ensayos clonales. Dichos ensayos podrían
ser la base de esas robustas poblaciones de mejora refe-
ridas por Savill y Kanowski (1993), que permitirían no
sólo obtener información de parámetros genéticos y ser
una fuente futura de semillas mejoradas, sino también
conservar genotipos selectos.

Conclusión

La embriogénesis somática se está abriendo paso
como la vía de regeneración más adecuada para com-
plementar las técnicas de mejora clásica en diversas es-
pecies forestales, aplicándose ya por empresas privadas
y Organismos de diversos países con fines semi-opera-
tivos, empezando por la evaluación clonal y la criocon-
servación de líneas embriogénicas a utilizar en cada lu-
gar y propósito adecuado («fittness for purpose»). La
genómica está tratando de determinar los procesos bá-
sicos que subyacen a esta vía de regeneración (Bis-
hop-Hurley et al., 2003; Charbit et al., 2004) para que
su consecución deje de estar basada en el «arte» de las
técnicas del cultivo in vitro de los tejidos vegetales. Por
otra parte, la posibilidad emergente de clonar mediante
embriogénesis somática árboles adultos seleccionados
con fiabilidad, podrá resolver el serio problema de las
pérdidas de volumen de tronco constatadas en «ramets»
procedentes del estaquillado de «ortets» de edades cre-
cientes, como efecto de su «envejecimiento fisiológi-
co» (Smith, 1999). Sin embargo, «el coste de producir
árboles clónicos es más elevado que el de árboles pro-
pagados por semillas. Por tanto la silvicultura clonal
probablemente se practicará en los sitios comercial-
mente más productivos para aprovechar las característi-
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cas específicas de los clones evaluados. Así, los bos-
ques clonales representarán solamente una porción de
las plantaciones forestales. En la mayoría de los lugares
a reforestar, la regeneración natural y otros métodos de
gestión forestal que fomenten la silvicultura sostenible,
cabe pensar que seguirán siendo la base principal de la
reforestación (Bonga y Park, 2003)».
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