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RESUMEN

El CIFOR-INIA tiene tres lineas de trabajo
en el grupo de mejora genética. La mejora de
Pinus sp. incluye la seleccién de masas, deli-
mitacién de regiones de procedencia y estudio
de variabilidad a través de ensayos, marcado-
res isoenzimaticos y moleculares. La mejora
de Populus sp. esta enfocada a la obtencion de
nuevos clones, y el estudio y conservacion de
la diversidad genética en P. alba, P. nigra y P.
tremula. Por ultimo la biotecnologia incluye la
micropropagacion en Populus, la obtencion de
haploides y la embriogénesis somatica en
Quercus suber. Se describe el estado actual de
los trabajos en cada una de estas lineas.

1. INTRODUCCION

Las actividades de mejora genética realiza-
das en el CIFOR-INIA se encuadran dentro
de distintos campos, como son la prospec-
cidn, el estudio de la variabilidad genética en
ensayos en monte y con marcadores molecu-
lares, cruzamientos controlados y embriogé-
nesis somatica. Las especies con las que se
trabaja son pino silvestre, pinaster, laricio y
carrasco, los chopos autdctonos y el alcorno-
que, principalmente.

Dado el amplio rango de actuaciones, la
profundidad de estudio, légicamente, no es
la misma ni para todas las especies ni para
cada linea de trabajo. L.a produccion no es
desdefiable como criterio orientador de la

mejora, pero otros criterios como la forma de
los fustes, la adaptacion a determinados
ambientes son importantes en estas especies.
Por ello, objetivos como conocer las pautas
de variacion y sistemas de reproduccion,
obtener un material selecto, conservar los
recursos genéticos o facilitar la propagacion
de las especies, inciden directamente en la
mejora.

Una descripcién global de la investigacion
en materia de mejora genética forestal se
presenta a través de los principales objetivos
y resultados por géneros y especies. Se ha
elegido esta ordenacidén para visualizar
mejor los resultados en los géneros cuya
problematica especifica es similar, y por
tanto lo son las estrategias de actuacion. Las
actividades realizadas se resumen dentro de
3 lineas principales: Mejora genética de
Pinus sp., Mejora genética de Populus sp. y
Biotecnologia aplicada a la mejora.

2. MEJORA GENETICA DE Pinus sp.
Objetivos

- Caracterizacion de la variabilidad
genética entre y dentro de poblaciones:

» Caracteres adaptativos
* Marcadores moleculares

- Seleccion de masas.
- Recomendaciones de uso de semilla.
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Especies

Pinus sylvestris, P. nigra, P. pinaster y P.
halepensis en todo el ambito de su distribu-
cién natural.

Lineas de trabajo
Estudio de la variabilidad

La delimitaciéon de regiones es la primera
fase seguida en el estudio de la diversidad de
las especies forestales. Cumple dos funcio-
nes principales: constituye el marco para la
seleccion de rodales y masas, y el punto de
partida para comprobar la validez de las
hipoétesis sobre la variacion genética. Las
diferentes técnicas de estudio (caracteres
morfoldgicos, ensayos, marcadores molecu-
lares) permiten estimar la variabilidad gené-
tica existente e indicar pautas para un uso
correcto de las distintas especies forestales.

Los ensayos de procedencia tienen como
fin principal el estudio de caracteres que inte-
resan directamente al repoblador: produc-
cion, adaptacion a distintos ambientes, feno-
logia, interaccidén genotipo-ambiente, etc.
Actualmente existe una red de 19 parcelas de
ensayo de todas las especies mencionadas
(ver Tabla 1), cuyas edades varian desde 1
afio en P. halepensis a 30 en P. pinaster
(instaladas por el antiguo PFE). La descrip-
cion de los sitios de ensayos se encuentra
recogida en documentos de trabajo que inclu-
yen, ademas, los disefios utilizados, las carac-
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teristicas geograficas y climaticas de las
procedencias, y las mediciones realizadas.

Los ensayos de progenie se sitian en un
segundo nivel: el estudio de la variabilidad
dentro de las poblaciones. Su objetivo es
estimar la heredabilidad de los caracteres y
la correlacion entre ellos. Se cuenta con
ensayos de Pinus pinaster, procedencia
Sierra de Gredos, seleccionada por su buen
comportamiento en el ensayo del PFE, como
procedencia de gran plasticidad, buenos
crecimientos y alta calidad de fuste.

Intermedio entre estos dos casos, se ha
realizado un ensayo mixto de procedencias y
progenies de Pinus halepensis, con el fin de
detectar una posible diferenciacién débil
entre sus poblaciones. Los ensayos de proce-
dencias, aun no instalados, tendran como
principal objetivo estudiar la interaccion
genotipo-ambiente y la adaptacion de las
procedencias a los distintas localizaciones.

El mismo material utilizado en ensayos de
procedencias y estudios morfolégicos, se ha
analizado mediante isoenzimas para las
especies P. sylvestris (dentro de un proyecto
de cooperacion Hispano-Aleman), P. pinas-
ter (colaboracién con la ETSI Montes de
Madrid) y P. halepensis. El anélisis de ADN
se ha iniciado con las técnicas de RAPDs y
microsatélites en P. halepensis. Los resulta-
dos aportan informacion sobre la estructura
genética de las especies y sus poblaciones y
la diferenciacion existente entre ellas.

Tabla 1. Actividades realizadas en Mejora genética de Pinus sp.

de ::E::::cia Is{eﬂleﬂcatl::: de ;:r:::ae{lr::lcia deE :::g::ie mf::(:gigl?co Terpenos Isoenzimas ADN
P. sylvestris 17 22 25 (6 sitios) — SI o ¢ L)
P. nigra 10 16 30 (4 sitios) — — Y & A
P. pinaster 20+7 A 52 (6 sitios) [100 (2 sitios) SI ¢ (o LY
P. halepensis 18 ¢ » 27 (3 sitios) [135 (3 sitios) SI ¢ 11 11

& En proceso de seleccién
¢ No realizado en CIFOR-INIA
#& En proyecto
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La comparacién de resultados obtenidos
con el mismo material permitird obtener una
mayor precisién en el conocimiento de la
variabilidad.

Seleccion de masas

La seleccién de masas para la produccién
de semilla se realiza basandose en criterios
de produccion de los futuros montes o de su
adaptacién a determinadas estaciones. Esta
linea de trabajo se realiza mediante un
convenio de colaboracion ICONA-INIA y su
estado actual se desarrolla en Martin et al.
(1996, en este volumen). Los trabajos enca-
minados a la conservacion de recursos gené-
ticos ex situ (recoleccidn, caracterizacion y
conservacion de semillas) estan directamente
relacionados con esta linea de trabajo.

Estado actual

ICONA inici6 una serie de monografias
sobre las regiones de procedencia de las
especies forestales. Actualmente se encuen-
tran ya publicadas, entre otras, la referente a
Pinus sylvestris y P. nigra, la de P. halepen-
sis y la de P. pinaster. A continuacién se
describe brevemente los estudios de varia-
cién referentes a cada una de estas especies.

Pinus sylvestris: Se ha realizado la caracte-
rizaciéon morfologica y la instalaciéon de 6
parcelas de ensayo (1990-1991), incluyendo
18 procedencias espafiolas y 7 alemanas. Los
estudios ya realizados incluyen el comporta-
miento durante dos afios en vivero, segui-
miento y caracterizacion del ciclo anual de
crecimiento a los 5 afios desde su instalacion,
y la medicion de los crecimientos anuales.

Pinus nigra: En 1995-96 se han instalado
3 parcelas de ensayo de procedencia, con 10
procedencias espafiolas, y una parcela que
incluye, ademas, 20 del resto de la distribu-
cién europea de la especie.

Pinus pinaster: Los ensayos instalados en
1967, han permitido efectuar la evaluacion de
las procedencias y recomendaciones de uso,
seguimiento del ciclo de crecimiento en diame-
tro, el estudio de la interaccion genotipo-
ambiente y la interpretacion de esta interaccion.
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Los 2 ensayos de progenies de la proce-
dencia Sierra de Gredos, con la representa-
cién de 100 progenies, ha permitido la esti-
macion de la heredabilidad del crecimiento a
los S afios, el estudio de la respuesta fototro-
pica y seguimiento del ciclo fenoldgico de
diversas familias.

Pinus halepensis: La recogida de material
(ramillos y pifias) se efectud en 1994. Se ha
realizado la caracterizacion morfolégica de 5
familias por poblacién en un total de 30
poblaciones, el estudio comparativo de la
germinacion en condiciones controladas y el
seguimiento del crecimiento durante el
primer afio en vivero. El ensayo de proce-
dencias/progenies se ha instalado en 3 parce-
las durante el periodo 1995-1996.

Una seleccion de las 11 poblaciones consi-
deradas como mas representativas del
conjunto de la especie, se han analizado
mediante isoenzimas. Actualmente se esta
poniendo a punto la técnica para su analisis
con RAPDs y microsatélites.

3. MEJORA GENETICA Y CONSER-
VACION DE RECURSOS DE Populus sp.

Objetivos
- Obtencidn de nuevos clones.

- Mantenimiento de la variabilidad genéti-
ca de las especies mediante el estableci-
miento de colecciones.

Especies: P. alba, P. nigra, P. tremula.

Lineas de trabajo:
Obtencion de nuevos hibridos.

La realizacién de cruzamientos tiene como
fin obtener nuevos clones hibridos que
puedan adecuarse a ciertas condiciones de
stress hidrico y salinidad. Es sabido que P.
alba es especie capaz de soportar estas
condiciones, por ello fue elegida como
parental para aportar resistencia a los nuevos
clones. P. deltoides ya ha sido sometida a
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diversos procesos de seleccion, de los que
disponiamos algunos clones en las coleccio-
nes del INIA. Estos habian sido utilizados
como parentales en cruzamientos realizados
con anterioridad, mostrando un comporta-
miento bueno tanto en la produccién de
polen como de semillas. La obtencion de los
parentales de P. alba se ha efectuado en
diversas prospecciones tanto en el Sur como
en la Cuenca del Ebro.

Conservacion de recursos genéticos

La metodologia aplicada a la conservacion
es comun para todas las especies y se basa
en el desarrollo de la siguientes actividades
Prospeccion, Recoleccidon, Conservacion y
Caracterizacion.

Los trabajos de prospeccion y localizacion
de rodales, es en este momento al que nos
estamos concentrando nuestro trabajo en
estas primeras fases de la conservacién. Se
estd utilizando la informacién disponible en
Mapas Forestales e inventarios, asi como la
ayuda de los Servicios Forestales

Los trabajos de recoleccion llevan consigo
la toma de datos sobre diferentes aspectos de
arbol recolectado.

La conservaciéon del material se realiza en
viveros y esta previsto mantener el material
en cepas de donde poder realizar la propaga-
cién y por tanto el mantenimiento del mate-
rial genético recolectado. En algunas ocasio-
nes la propagacion es asistido por técnicas de
propagacion in vitro.

La caracterizacion llega la descripcion y
evaluacion del material en conservacion
sobre diferentes aspectos tanto morfologico,
fenolégicos de resistencia o genética
mediante técnicas moleculares. Para ello esta
previsto la instalacion de arboretos donde la
observacion de diferentes aspectos del arbol
se puedan realizar.

Estado actual
Obtencion de nuevos hibridos

Se realizaron 21 cruzamientos de los que 8
producen semilla fértil. De estos se obtuvie-
ron cerca de 800 plantas de las que en la
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actualidad quedan algo méas de 500 que se
mantienen en cepas.

El material obtenido ha sido sometido a un
seguimiento en vivero. Algunos clones han
sido propagados e instalados en parcelas
para la evaluacion de su comportamiento en
campo en los proximos afos. Los trabajos
realizados y previstos son, por afios, los de la
Tabla 2.

El comportamiento del material esta sien-
do aceptable en lo que concierne a su
comportamiento en vivero, capacidad de
enraizamiento y supervivencia en campo. En
la actualidad el material se mantiene en vive-
ro en cepas, y se dispone de dos parcelas
(95C y 96C) y una en vivero (95). Para el
proximo afio esta previsto instalar una parce-
la (97S)sobre terreno con problemas de sali-
nidad en donde se pueda evaluar la adapta-
cién de 30 clones que hayan tenido un buen
comportamiento en vivero.

Tabla 2. Actividades realizadas y previstas con los
clones obtenidos, por arios.

Clonacién Plantacion Seleccion
1993 1995 C 2001
1994 1996 C 2002
1995 1997 S 2003
1996 1998 S 2004

C: Evaluacién de crecimiento y forma en plantacion
de los clones que se van definiendo como més intere-
santes.

S: Evaluacion de caracteres de resistencia a stress
salino e hidrico.

Conservacion de recursos genéticos

Los trabajos de conservacion recursos
genéticos en Populus alba y P. nigra, se han
iniciado, en el INIA , a partir de 1994 con la
aprobacién de un proyecto dentro de la
convocatoria de Conservacion de Recursos
fitogenéticos del MAPA, en P. tremula la
aprobacion del convenio ICONA-INIA para
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la delimitacion zonas ecoldgicas y obtencién
de material ha sido el inicio de estos trabajos
que englobamos dentro de las actividades de
conservacion.

Previos a estos trabajos y como conse-
cuencia de la prospeccién realizada se obtu-
vo un material de Populus alba que, ha sido
para esta especie, el inicio de la coleccién.
Igualmente y como consecuencia de la acti-
vidad de los mejoradores, en el SIA-DGA de
Zaragoza ya se dispone de un material de P.
nigra sobre el que esta previsto realizar dife-
rentes estudios isoenzimaticos para el estu-
dio de su variacion e identificacion.

P. alba: Existe material en conservacion y
sobre el que se han realizado diferentes
trabajos de seguimiento en vivero, trabajos
de seleccidn respecto al caracter reproduc-
cién vegetativa, y estudios de variacion y
caracterizacion isoenzimatica.

P. nigra: Existe un trabajo de prospeccion
y recoleccidn iniciado en Navarra y se ha
iniciado el trabajo de prospeccién en Castilla
Le6n.

P. tremula: Dada la dificultad de propaga-
cién de esta especie se ha puesto a punto la
técnica de propagacion in vitro de brotes de
raiz, y se han iniciado los trabajos de pros-
peccion y recoleccion en la Comunidad de
Castilla-Leén , en los Montes de Valsain y
Navafria.

4. BIOTECNOLpGiA APLICADA A LA
MEJORA GENETICA.

Objetivos
- Micropropagacion en Populus.

- Conservacion “in vitro” de los clones
micropropagados.

- Identificacion de clones mediante marca-
dores moleculares en Populus.

- Obtencidn de haploides en Quercus
suber L.

- Embriogénesis somatica en Quercus.
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Especies: Populus sp , Quercus sp.

Lineas de trabajo:

- Propagacion clonal de arboles adultos
por cultivo “in vitro” de Populus tremula y
Populus alba.

- Estudio de marcadores moleculares
(RAPDs) para la identificacion de clones
en el género Populus.

- Induccién de embriogénesis gamética a
partir de anteras para la obtencién de plan-
tas haploides en Quercus suber.

- Embriogénesis somatica en Quercus
canariensis y Quercus suber.

Estado actual:

Populus tremula: Se continian los trabajos
de micropropagacion, iniciados en el labora-
torio INIA-CIFOR en 1990. Las vitroplantas
obtenidas de individuos sobresalientes adul-
tos de varias procedencias han tenido una
capacidad de enraizamiento y aclimatacién
cercana al 95%. De manera escalonada se
han mantenido tres afios en vivero y a conti-
nuacién se han llevado a monte.

Actualmente hay establecidas 9 parcelas: 6
en el Monte de Valsain desde hace dos afios,
con una supervivencia cercana al 90%; 3 en
el Puerto de Canencia, en Torremocha del
Jarama y en Riafio, instaladas el afio pasado.
De todas ellas se estan tomando datos.

En la camara de cultivo se contindan
micropropagando clones de otras proceden-
cias.

Populus alba: especie con cierta dificultad
en la propagacion vegetativa, se esta llevan-
do a cabo también propagacioén “in vitro”
con algunos clones.

Recientemente se ha iniciado un programa
de aplicacion de marcadores moleculares
(RAPDs) a la identificacion de clones del
género Populus pertenecientes a rodales
diferentes y micropropagados “in vitro” que
facilita la tarea de la clonacién, permitiendo
conocer visualmente la huella de la idenfica-
cidén genética.
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Quercus suber: Es la primera vez que se
consiguen haploides en esta especie. Se
colectan los amentos durante la etapa de
floracién, de Mayo a Junio. Las anteras una
vez esterilizadas se depositan en el medio de
cultivo adecuado y se someten a stress de
temperatura. Previamente mediante squash
se observa el desarrollo de la formacién del
polen. Cuando la microspora estd en la fase
binucleada es el momento adecuado para la
interrupcioén formandose un callo embriogé-
nico en vez de un grano de polen. La
embriogénesis gamética se desarrolla en
distintos medios de cultivo y madura y se
somete a desecacioén para la germinacién en
una planta. La haploidia se ha confirmado
mediante conteo cromosémico y citémetro
de flujo.

Quercus canariensis y Quercus suber: Se
continua la investigacion en la optimizacién
de los procesos para la regeneracion de plan-
ta a partir de embriogénesis somatica.
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