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Resumen

La investigacion y las aplicaciones de la biotecnologia en el sector forestal avanzan
rapidamente, pudiéndose identificar cuatro biotécnicas que se utilizan principalmente:
micropropagacion y cultivo de tejidos, biologia molecular y marcadores, modificacion genética,
gendmica y crioconservacion. La mayoria de las actividades de biotecnologia forestal se
realizan en paises desarrollados, siendo los mas activos Estados Unidos, Francia y Canada.
India y China son los paises en desarrollo y en transicién que mas actividades reportan.
Aunque la biotecnologia forestal se ha extendido a las actividades de por lo menos 140
géneros de arboles, la gran mayoria de los proyectos se ha centrado en sélo seis géneros
(Pinus, Eucalyptus, Picea, Populus, Quercus y Acacia). Entre las 2700 actividades de
biotecnologia que se realizaron en el mundo en los ultimos 10 afios, la modificacion genética
representa alrededor del 19% solamente. El potencial de los rasgos de interés para los arboles
GM son el aumento de la produccidon y calidad de madera, resistencia a insectos,
enfermedades y herbicidas. En América Latina, se estan desarrollando algunos proyectos de
biotecnologia forestal, pero aun no es una practica extendida. Brasil, Chile y Argentina lideran
este desarrollo. Sin duda, la biotécnica mas utilizada es la aplicacion de marcadores
moleculares. EI género Populus es el segundo mas utilizado en la investigacion en
biotecnologia, en general, y el primero en lo referente a transformacion genética. En
Latinoamérica, y particularmente en Argentina, el uso de biotécnicas en dlamos y sauces no
esta aun muy desarrollada. Si bien en Brasil se ha logrado transformar alamo (EMBRAPA-
INRA), aun no se comercializan los ejemplares geneticamente modificados. En sauces, los
trabajos se han centrado mayormente en la micropropagacion y caracterizacion molecular
(Chile y Argentina). En el Centro Experimental de Propagacion Vegetativa se logré la
regeneracion in vitro de Populus deltoides Australiano 129/60' a partir de callos, hojas y
secciones nodales con el objeto de establecer un sistema eficiente de propagacion in vitro de la
especie deltoides para su posterior transformacion genética. Otra linea de investigaciéon del
Centro, es la propagacion de Salix humboldtiana, mediante el cultivo in vitro de hojas,
secciones nodales y la macropropagacion por enraizamiento de estacas, con el objetivo de
clonar individuos selectos y obtener material de propagacion durante todo el afo para evaluar
el potencial de esta especie en la extraccion de metales pesados (fitoextraccién).
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Introduccion

La biotecnologia abarca una gran variedad de técnicas cientificas que utilizan
organismos vivos o partes de ellos para obtener bienes, productos o servicios. Este conjunto de
biotécnicas ofrecen nuevas herramientas para cumplir los dos objetivos basicos y clasicos de la
gestion forestal: el mantenimiento de la diversidad de los bosques naturales y la mejora
genética de las plantaciones forestales (Sharry, 2008). La conservacion de recursos genéticos
forestales se beneficia de los desarrollos en el ambito de los marcadores moleculares para
conocer la amplitud y la distribucion de la variabilidad genética a conservar. También utiliza la
crioconservacién y la regeneraciéon de plantas como medios para la conservacion ex situ y para
la puesta en practica de la forestacion clonal. Los beneficios potenciales de la biotecnologia
son mayores en la silvicultura que en la agricultura, ya que en muchos casos permitira acelerar
los procesos de mejoramiento de especies arbéreas (Haines, 1994; Yanchuk, 2001). Los
problemas de produccion o de rendimiento con que tropiezan los silvicultores no son menos
urgentes que los que enfrentan los agricultores. EI mejoramiento genético de especies
forestales ha jugado un rol preponderante en el aumento de la productividad de las
plantaciones en los ultimos 25 afos, pero actualmente, esta herramienta convencional, debe
asociarse a las nuevas herramientas biotecnolégicas para seguir compitiendo a nivel
internacional. Esto significa la incorporacién de la biotecnologia y en especial de la genémica e
ingenieria genética al mejoramiento genético forestal. La aplicacion de la biotecnologia podria
contribuir a generar plantaciones forestales de crecimiento rapido y de mayor rendimiento, que
posean menor cantidad de lignina para facilitar el proceso de extraccion de celulosa, y que
presenten resistencia a determinadas plagas, entre otras caracteristicas.

Las aplicaciones biotecnolégicas en especies forestales se basan en cuatro grandes
areas de actividad, frecuentemente interconectadas:

a) Técnicas de cultivo de tejidos que aumentan la tasa de multiplicacién vegetativa y permiten
la produccion a gran escala de materiales uniformes. El cultivo de tejidos vegetales también
puede utilizarse para seleccionar caracteristicas como la resistencia a enfermedades y la
tolerancia a herbicidas, metales, salinidad y bajas temperaturas. Existen técnicas de
micropropagacion que pueden aplicarse a un gran numero de especies forestales.

b) Técnicas basadas en marcadores moleculares que pueden usarse, entre otras cosas, para:
i) cuantificar la diversidad genética entre poblaciones y arboles individuales; ii) identificar
genotipos en estudios taxondmicos, estudios biolégicos y de "identificacion genética"; vy iii)
localizar genes que determinan caracteristicas cuantitativas econémicamente importantes. Los
marcadores pueden proporcionar informacion importante sobre los patrones migratorios, la
cantidad de flujo génico y los sistemas de reproduccién, por lo que constituyen instrumentos
utiles para la formulacion y seguimiento de programas de conservacion de arboles forestales.

c) Técnicas de ADN recombinante para la transformacion genética de especies forestales. Se
han aplicado para obtener caracteristicas como resistencia a virus, resistencia a insectos,
modificacion del contenido de lignina y tolerancia a herbicidas. Introducir los genes que rigen
estas caracteristicas en una nueva especie constituye generalmente una empresa dificil; el
mayor obstaculo reside en los escasos conocimientos disponibles sobre el control molecular de
las caracteristicas que se desea modificar. Esto adquiere particular importancia cuando las
mismas dependen de varios genes, como es el caso de las que revisten mas interés para la
produccion forestal, como la tasa de crecimiento, la adaptabilidad, y la calidad del fuste y de la
madera.

d) Técnicas de gendémica, protedémica, etc (omicas) para mejorar la comprension de la biologia,
fisiologia y su relacion con el ambiente (ecofisiologia) de las especies forestales cultivadas, lo
que permitira, a través de la identificacion de genes que determinen caracteristicas de interés,
acelerar los procesos de seleccion y desarrollo genético e incorporar nuevas caracteristicas a
los clones elite, a través de la ingenieria genética (Consorcio Genodmica Foresta, 2009).

Segun Marchandier y Sigaud (2005), la mayoria de las actividades de biotecnologia
forestal se realizan en paises desarrollados, siendo los mas activos Estados Unidos, Francia y
Canada. La India y China son los paises en desarrollo y en transicion que mas actividades
reportaron. Aunque la biotecnologia forestal se ha extendido a las actividades de por lo menos
140 géneros de arboles, la gran mayoria de los proyectos se ha centrado en sélo seis (Pinus,
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Eucalyptus, Picea, Populus, Quercus y Acacia). Entre las 2700 actividades de biotecnologia
que se realizaron en el mundo en los ultimos 10 afos, la modificacidn genética representa
alrededor del 19% solamente. El potencial de los rasgos de interés para los arboles
genéticamente modificados (GM) son el aumento de la produccion y calidad de madera,
resistencia a insectos, enfermedades y herbicidas (FAO, 2004).

Entre 1994 y 2004 el Populus fue el segundo género arbéreo mas usado en los estudios
de biotecnologia en general (después del Pinus) y el mas utilizado en la modificacién genética
en todo el mundo (Marchandier y Sigaud, 2005, Fig.1). El alamo se ha convertido en un
organismo modelo para la biotecnologia de arboles. Sus atributos, como rapido crecimiento,
facil propagacion vegetativa, genoma relativamente pequefio y facilidad de transformaciéon con
Agrobacterium, sumados a su importancia economica a nivel mundial, han hecho que sea
elegido para esta funcion. Se ha contemplado la posibilidad de introducir en los alamos
caracteristicas como resistencia a virus, resistencia a insectos, modificacién del contenido de
lignina y tolerancia a herbicidas. Para las caracteristicas multigénicas, como es el caso de
muchas de interés forestal, la transformacidn genética resulta dificil y constituye un objetivo de
largo plazo (Sharry, 2008). Por otro lado, es la primera especie forestal para la que se
determind la secuencia del genoma completo, trabajo que se realizé6 en 2004 (Oak Ridge
National Laboratory, 2004; Joint Genome Institute, 2004). El alamo es el unico arbol forestal
genéticamente modificado (GM) que se ha desarrollado comercialmente; la Administracion
Forestal Estatal de China aprobé en 2002 la plantacién comercial de alamos GM, y a fines de
ese ano se habian plantado en China mas de 1,4 millones de alamos GM resistentes a los
insectos. En la actualidad, se estan realizando investigaciones sobre el impacto de la liberacion
al ambiente de alamos en China que tienen 5 nuevos genes que les confieren tolerancia a sal,
a frio y resistencia a insectos (Instituto de Biotecnologia Forestal de Beijing, comunicacion
personal).
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A pesar que los sauces juegan un papel importante en el desarrollo de paisajes y en el
mantenimiento del balance ecolégico de los ecosistemas, se han aplicado pocos enfoques
biotecnoldgicos a nivel mundial en estos arboles (Liskova et al, 1989; Gronroos et al, 1990;
Vahala y Ericsson, 1991; Haut y Beiderbeck, 1991). Existen diversos intentos de mejoramiento
de sauces para ser ser utilizados como material para obtener bioenergia (Smart et al; 2005),
principios activos, biorremediacion y estabilizacion de sitios. Se estan desarrollando estudios
de gendmica funcional y de alineamiento del genoma de Salix con el de alamo (Hanley et al,
2006), pero aun el desarrollo de investigaciones aplicando biotecnologia en este género son
escasas.

En América Latina, se desarrollan algunos proyectos de biotecnologia forestal, pero
aun no es una practica extendida. En este trabajo se realiz6 un analisis de fuentes
bibliograficas disponibles en Internet y se utilizaron entrevistas personales para determinar cual
es el alcance de la investigacion biotecnolégica aplicada a salicaceas (sauces y alamos) en
América Latina, con énfasis en los desarrollos en Argentina.

Biotecnologia aplicada a salicaceas en América Latina

El uso de biotécnicas en alamos y sauces no estd aun muy extendido en Ameérica
Latina. Brasil, Chile y Argentina lideran el desarrollo de proyectos de biotecnologia forestal y sin
duda, la biotécnica mas utilizada es la aplicacion de marcadores moleculares.

La utilizacién de la tecnologia de ADN recombinante ha permitido obtener alamos
genéticamente transformados a los investigadores brasilefios de la Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria, (Embrapa Recursos Genéticos y Biotecnologia) asociados con el
INRA (Francia). (Brasileiro et al, 1992), pero aun no se comercializan los ejemplares
modificados. Actualmente, la CTNBio tiene 24 solicitudes de aprobacion de eucaliptos
transgénicos, no asi de alamos (http://www.wrm.org.uy/boletin/126/Brasil_Chile.html). Los
resultados de la busqueda de informacion demuestran que excepto los trabajos realizados en
Brasil este tipo de enfoque se ha desarrollado poco en Latinoamérica, aunque esta avanzado
en otras especies como eucaliptos y pino.

En sauces, los trabajos se han centrado mayormente en la micropropagacion y
caracterizacion molecular (Chile y Argentina). Aunque la mayoria de los sauces pueden ser
propagados facilmente, existen algunas especies o clones con dificultades para enraizar. Para
superar este inconveniente, el uso de nuevas técnicas de propagacion permite la multiplicacién
de individuos o clones selectos. Algunos autores latinoamericanos han reportado el éxito del
uso del cultivo de tejidos vegetales para propagar diferentes especies de sauces (Pereira et al,
2000, Santos et al 2001 y 2005, Chung y Carrasco, 1998). Una revision de la literatura muestra
que las variantes en el medio de cultivo y en la concentracién de reguladores son
determinantes para obtener un protocolo eficiente de regeneracion in vitro . Por ejemplo, en
Chile la utilizacion comercial de especies del género Salix es todavia muy restringida. Para
superar estas restricciones y potenciar el cultivo de Salix, el Instituto Forestal (INFOR) dentro
de sus proyectos de diversificacion forestal, introdujo desde Suecia una partida de 25
procedencias. En dicha partida, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) detecto la presencia de
un hongo cuarentenario (Diplodina microsperma). Por consiguiente, se procedié a desarrollar
un programa de micropropagacion, destinado al saneamiento de dicho material vegetal. Los
objetivos del trabajo fueron el rescate de 25 procedencias de Salix spp. con problemas
cuarentenarios, por medio de las técnicas del cultivo de tejidos y la obtencion de protocolos de
desinfeccion, multiplicacion, enraizamiento y aclimatacién para cada una de las procedencias.
(http://www.infor.cl/webinfor/PW-Salix/Publicacion/Cultivo%20Invitro.htm).



En referencia al uso de gendmica en especies forestales, Chile ha presentado un
Consorcio de Gendmica Forestal, entre sector publico y privado. Este es un proyecto apoyado
por una red tecnoldgica conformada por otras instituciones de investigacién tanto nacionales
como internacionales. En una primera etapa, en el Consorcio se han definido cuatro areas
prioritarias de investigacion, que se consideran de mayor impacto econdémico, ambiental y
social en el mediano y largo plazo. El desarrollo de estas areas de investigacion tendra como
efecto final la reduccion del costo de formacién de madera, el aumento del atractivo de la
forestacion, ampliacion de la base industrial, aumento de las exportaciones y empleo
regionales. La investigacion se desarrolla en el Centro de Biotecnologia de la Universidad de
Concepcion, las empresas socias, Fundacion Chile (Valdivia) y laboratorios internacionales.
Por ahora, el consorcio no abarca la investigacion gendmica en &lamo ni sauce.
(http://www.genomicaforestal.cl/)

En Brasil, pionero en desarrollo de gendmicas en la region, se lleva adelante el proyecto
Genolyptus (Red Brasilefia de Investigacion del Genoma del Eucalyptus). Uno de los grandes
desafios para generar bioenergia de manera sustentable en el futuro y la comprension de las
bases moleculares del crecimiento y adaptabilidad de las plantas perennes, ultiles para la
produccién de energia. Mas de 140 investigadores de 82 organizaciones publicas y privadas de
18 paises participan de la red EUCAGEN. Es, posiblemente, el mayor proyecto internacional de
secuenciamiento ya aprobado y desarrollado, esto sucede porque la especie objeto es muy
difundida en todo el mundo.

Este tipo de desarrollo no se aplica a salicaceas en la regién. Posiblemente esto se
deba a que los paises latinoamericanos no participaron en el proyecto de secuenciacion del
genoma del alamo. En el ano 2006, Populus trichocarpa, fue la especie de alamo elegida por
los cientificos para hacer el primer genoma de un arbol. Esta es la tercera especie vegetal
secuenciada, después de la Arabidopsis thaliana y del arroz, de obvio interés alimentario para
millones de personas. Populus trichocarpa, con 19 cromosomas, tiene 45.000 genes. Es un
genoma grande, en comparacion con el humano, que tiene unos 25.000 genes, y aun asi, con
sus 485 millones de pares de bases (las letras quimicas de los genes), es aproximadamente 40
veces menor que el del pino.

Se ha encontrado informacién sobre un enfoque innovador en el uso de la biotecnologia
en salicaceas. En Chile, se esta utilizando la proteccion de riberas mediante biotecnologia
fluvial, en la restauracion de los rios Cachapoal y Tinguiririca (Barrueto y Moyano, 2006). La
Corporacion Nacional Forestal VI Region (CONAF) y la Direccion de Obras Hidraulicas VI
Region (DOH) aunaron esfuerzos para suscribir un convenio que tuvo como objetivo realizar
trabajos de estabilizacion y proteccion de riberas por medio de Biofiltros. Los trabajos que se
desarrollaron corresponden a soluciones bioldgicas en la forma de forestaciones de alta
densidad de estacas de mimbres y sauces, que funcionan como barreras semipermeables
frente a las inundaciones, para reducir los impactos de las crecidas de estos rios sobre los
suelos agricolas y la poblacién riberefia, como una solucién complementaria y de refuerzo a las
obras civiles de defensa fluvial. Las especies empleadas, sauce y mimbre, presentan una
buena adaptabilidad a las condiciones de humedad fluctuante y suelos livianos de las zonas
riberefas de los rios, cuyas caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas las hacen plenamente
utilizables como buffers vegetales o biofiltros en areas de riberas. Estas especies demuestran
una facilidad de propagacion vegetativa mediante estacas y una facilidad de establecimiento
para funciones de produccién y proteccion, permitiendo el control y recuperacion de las zonas
erosionadas e inundadas en forma continua por su rapido crecimiento.
(http://www.sagpya.gov.ar/new/0-/forestacion/biblos/JS%202006/Utilizacion%20Ambiental%20com.htm)

Uso de biotecnologia en salicaceas en Argentina
Segun Cortizo (2006) dentro de estas aplicaciones los marcadores han sido

particularmente utiles como fingerprint tanto a nivel cientifico como comercial, aunque su
utilizacién a nivel productivo no ha sido ampliamente citada. Los programas de mejoramiento
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mas avanzados han incorporado a los marcadores moleculares para facilitar el proceso de
seleccion de genes especificos (en general los relacionados a la resistencia a roya, el
crecimiento, la duracion del periodo vegetativo, etc.). La aplicacion de esta metodologia fue
posible gracias a la generacion de mapas genéticos de las caracteristicas de interés como los
desarrollados en Estados Unidos y Francia. En un principio los marcadores moleculares y
biogquimicos mas usados fueron las isoenzimas y los RAPDs y posteriormente, se incorporaron
los microsatélites y AFLPs. Hasta el momento, las técnicas generadas por la biologia
molecular, salvo los marcadores moleculares, han sido mas ampliamente utilizadas en
investigacion basica que en los programas de mejoramiento.

En el Centro Experimental de Propagacion Vegetativa de la Facultad de Ciencias
Agrarias y forestales, UNLP, se logro la regeneracion in vitro de Populus deltoides "Australiano
129/60’ a partir de callos, hojas y secciones nodales, con el objeto de establecer un sistema
eficiente de propagacion in vitro de la especie deltoides para su posterior transformacion
genética. Otra linea de investigacion del Centro, es la propagacion de Salix humboldtiana,
mediante el cultivo in vitro de hojas, secciones nodales y la macropropagacion por
enraizamiento de estacas, con el objetivo de clonar individuos selectos y obtener material de
propagacién durante todo el ano para evaluar el potencial de esta especie en la extracciéon de
metales pesados (fitoextraccion).

El INTA ha venido aplicando biotécnicas para mejorar, caracterizar y propagar, tanto
alamo como sauce. En 1995 se puso a punto la metodologia que permite la identificacion de
Clones de Salicaceas mediante la utilizacion de marcadores moleculares. El Programa de
Produccion de Material de Propagacion Mejorado, Subprograma para Alamos en el Delta del
Parana. EEA Delta del Parana, CRBAN, INTA tiene como objetivo la identificacién de
Salicaceas mediante la técnica de RAPD.

En nuestro pais, se llevan a cabo en la actualidad trabajos de investigacién en INTA
Castelar, sobre la puesta a punto de una técnica de micropropagacion para clones comerciales
de uso regional para produccion de madera; la creacion de un protocolo de cultivo in vitro, con
miras a crear una metodologia para generar sauces modificados genéticamente y para la
identificacion de clones a través del uso de marcadores microsatélites, para lo cual, se estan
probando microsatélites actualmente utilizados en alamos, a fin de comprobar si amplifican en
sauces y luego hacer los estudios poblacionales pertinentes (Garay et al, 2005). Ademas, se
esta realizando el mejoramiento genético de sauces (Cerrillo, 2006)

Conclusiones

La biotecnologia ofrece nuevas técnicas complementarias de las metodologias clasicas
que permiten un mejor aprovechamiento del potencial biolégico disponible y la reduccién de las
repercusiones negativas sobre la biodiversidad. Sin embargo, la biotecnologia moderna debe
considerarse como un conjunto de instrumentos que complementan las tecnologias
convencionales. Aunque ofrece oportunidades interesantes, sobre todo para la conservacion
genética y para aumentar la produccion de madera, se necesita un enfoque prudente que
examine, caso por caso, su integracion en los programas de conservacion y mejoramiento a
largo plazo.

También es posible encarar proyectos gendmicos comparativos, que sirven para
caracterizar y valorizar la biodiversidad del germoplasma que se conserva como fuente de
nuevos genes de utilizacion en el mejoramiento o en la ingenieria genética.
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