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INTRODUCCIÓN 

 
1.-Situación de los bosques 

Los bosques son vitales para el mantenimiento del bienestar ecológico, social, cultural y 

económico. Éstos juegan un papel fundamental en el ciclo global del carbono, así como 

en la protección de los suelos y recursos hídricos, controlan la desertificación y 

proporcionan el hábitat para muchas plantas y animales (FAO 2010). Además, los 

bosques son una pieza clave en el control del cambio climático (Schimel 2014), ya que 

secuestran grandes cantidades de carbono atmosférico (Fenning et al. 2008). Por otra 

parte, los bosques proveen la materia prima para innumerables empresas abasteciendo 

de madera, pulpa, papel y envases. Asimismo, desde los últimos años, proporcionan la 

materia prima para la producción de bioenergía, biocombustibles y biomateriales (Hall y 

Jack 2014). Por último, son importantes para actividades recreativas, el turismo y el 

bienestar cultural (Hägman et al. 2013). 

La propiedad de los bosques en Europa está muy repartida, existen más de 10 millones 

de propietarios forestales que, junto con innumerables trabajadores de zonas rurales y de 

las industrias de transformación, dependen del manejo sostenible de los bosques para 

asegurar su renta (Montalbán 2011). Ante el previsible aumento del uso de la madera y 

otros productos forestales a medida que las poblaciones se expanden, el reciclado de 

papel, el establecimiento de plantaciones forestales intensivas y la silvicultura altamente 

productiva incorporando los métodos más avanzados para la mejora genética, se están 

considerando como la mejor defensa de los ecosistemas amenazados por deforestación. 

A este respecto, desde el protocolo de Kyoto 

(http://unfccc.int/kyoto_protocol/status_of_ratification/items/2613.php), se insta a los 
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gobiernos tanto a incrementar la superficie forestal como a mejorar la eficiencia de los 

sistemas forestales. Además, el Plan Forestal Español (2002-2032) refleja la necesidad 

de utilizar planta de calidad en los programas silvícolas en respuesta al mencionado 

aumento de la demanda de madera de coníferas, a los incendios y a las enfermedades 

que sufren nuestros bosques.  

El consumo medio por habitante y año de productos de todo tipo que emplean materias 

primas de origen forestal ha crecido de forma continuada durante las últimas décadas en 

todos los países del mundo, particularmente en los más desarrollados (Celestino et al. 

2005). Debido al predecible aumento del consumo mundial de madera, se cree bastante 

improbable que la actual superficie forestal pueda satisfacer dichas demandas. Por esta 

razón se ha sugerido que para 2030, un 50-75% del suministro de madera tendrá que 

proceder de la silvicultura (Sedjo 2004).  

La superficie forestal española es de 27,7 millones de hectáreas (ha), lo que corresponde 

al 55% del territorio nacional. En este contexto, las coníferas tienen un papel decisivo 

tanto desde el punto de vista ecológico como forestal. Los pinos están representados en 

España por siete especies autóctonas (Martín y González 2000): pino negro (Pinus 

uncinata), pino silvestre o albar (P. sylvestris), pino laricio o salgareño (P. nigra), pino 

marítimo, negral, rodeno o resinero (P. pinaster), pino piñonero (P. pinea), pino 

carrasco (P. halepensis), y pino canario (P. canariensis). Existen otras Pináceas 

introducidas con fines de producción maderera en repoblaciones forestales, o con 

carácter ornamental. De ellas, sólo el pino radiata, insigne o de Monterrey (P. radiata) 

alcanza una notable significación territorial (Ferreras y Arozena 1987).  

Las especies del género Pinus citadas ocupan en España una superficie de 6 millones de 

ha (Inventario Forestal Nacional, 1997-2000, 

http://www.mma.es/portal/secciones/biodiversidad/ inventarios/ifn/index.htm.  



Introducción 

5 
 

2.-Especie modelo: Pinus radiata D. Don 

El pino radiata (Pinus radiata D. Don)  (Figura 1A) es un pino originario de la costa del 

pacífico de Norteamérica, hallándose su hábitat natural reducido a cinco poblaciones 

separadas, tres a lo largo de la costa de California y dos en las islas mexicanas de 

Cedros y Guadalupe, en la costa de Baja California (Rogers 2002).  

 

Figura 1. A) Porte de un ejemplar de Pinus radiata B) Detalle 
de un cono y acículas de Pinus radiata 

 

Estas poblaciones ocupan 5300 ha (Burdon 2001). Las situadas en la zona del 

continente se sitúan en una región climática caracterizada por inviernos suaves con 

ausencia de heladas y temperaturas estivales moderadas (Lindsay 1937) y las situadas 

en las islas reciben menores precipitaciones y soportan temperaturas algo más extremas 

(Libby et al. 1968). Desde los últimos 150 años, el P. radiata ha sido introducido en 

numerosas áreas del mundo, convirtiéndose en una de las especies de pino más 

plantadas del mundo (Lavery y Mead 1998). De hecho, las plantaciones de pino radiata 

ocupan en el mundo 4 millones de ha. Actualmente, en el Hemisferio Sur las 

plantaciones de esta especie ocupan 1400000 ha en Chile, 1540000 ha en Nueva 

Zelanda, 770000 ha en Australia y 570000 ha en Sudáfrica (Mead 2013). En el 

Hemisferio Norte, además de su área natural californiana y una reducida presencia en 

Calabria (Italia), en España el pino radiata ocupa 280000 ha, y su distribución se 
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encuentra principalmente localizada en la Cornisa Cantábrica (Fig. 2). El 56% de esta 

superficie corresponde a la Comunidad Autónoma del País Vasco (Michel 2003). 

 

Figura 2. Distribución de las regiones de procedencia de Pinus radiata D. Don. 
Imagen tomada del Inventario Forestal Nacional (Ministerio de Agricultura y Pesca, 
Alimentación y Medio Ambiente) 

 

Es una especie de crecimiento rápido, monoica, de talla grande a muy grande, en 

España puede sobrepasar los 30 m, alcanzando en otros países hasta 50 m. Las acículas 

con una longitud entre 7 y 15 cm, son persistentes, simples, flexibles y de color verde 

brillante, se hallan reunidas en grupos de tres (salvo la variedad "binata" de las islas 

Guadalupe y Cedros que lo hacen predominantemente en fascículos de dos) (Figura 

1B). Las piñas muy asimétricas y subsentadas, poseen un tamaño de 7-14 x 5-8 cm, son 

serótinas, su peso medio es de 100 g y contiene entre 70 y 120 semillas. Las semillas 

miden de 5 a 8 mm, de aspecto negruzco, con ala estrecha de 15 a 20 mm y cabeza 

lignificada, maduran en otoño del año siguiente al de la floración, y la producción de 

semillas es máxima cuando el árbol alcanza entre 15-20 años de edad. El pino radiata se 

cultiva principalmente a baja altitud, por debajo de los 800 m, en zonas de clima suave y 

húmedo.  
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Esta especie proporciona una madera homogénea que la hace muy apreciada para la 

industria de carpintería y mueble, de estructuras de madera y de embalaje. Debido a su 

rapidez de crecimiento, es manejado en la península en turnos de corta en torno a 30 

años. Scott (1962) cifraba su crecimiento en 9-20 m3 ha-1 año-1, aunque tras los 

programas de mejora genética desarrollados en algunos países, se ha aumentado esta 

cifra hasta alcanzar 25-30 m3ha-1 año-1 (Burdon y Moore 1997). 

 

3.-Biotecnología forestal 

Como hemos dicho anteriormente, la utilización de productos forestales está 

incrementándose paralelamente al incremento de población y al desarrollo económico. 

Se espera que la demanda de biomasa forestal sufrirá también un incremento en el 

futuro ya que por un lado es un método de captura del dióxido de carbono atmosférico 

(Scholes y Noble 2001), y por otro una fuente alternativa de energías renovables  

(Campbel et al. 2003). Una vía para incrementar la productividad forestal es el aumento 

de la productividad en las plantaciones forestales (Kanowski 1997). Estas plantaciones 

de alto rendimiento podrían cumplir con los dos objetivos planteados, mitigación del 

cambio climático y suministro de productos y servicios tradicionales (Fenning et al. 

2008). El uso de genotipos seleccionados es una de las estrategias más importantes en 

los programas de mejora genética forestal (Park y Bonga 1992). En este sentido, la 

biotecnología vegetal juega un papel fundamental, definiéndose como el conjunto de 

aplicaciones tecnológicas que utilizan sistemas biológicos para la obtención o 

modificación de determinados productos para un uso específico (Canhoto 2010).   

En el ámbito forestal, el desarrollo de la biotecnología se ha centrado fundamentalmente 

en los siguientes aspectos: 
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 Desarrollo de técnicas de propagación vegetativa (Nehra et al. 2005). 

 Búsqueda de herramientas moleculares que nos permitan la obtención de 

marcadores moleculares para caracteres de interés (Castell y Ernst 2012). 

 Obtención de herramientas que permitan la transformación genética de árboles para 

lograr individuos con resistencia a enfermedades, a estreses bióticos, etc. (Merkle et 

al. 2007). 

Los métodos de propagación vegetativa  se han utilizado desde hace años en el área 

forestal (Zobel y Talbert 2003). Con el uso de estos métodos es posible la regeneración 

de múltiples copias de una planta donadora. Los métodos tradicionales de propagación 

vegetativa son el estaquillado y el injerto, aunque este último se utiliza 

fundamentalmente para el establecimiento de huertos semilleros y no se usa en la 

actualidad como método de propagación clonal (Bonga 2015) ya que, por ejemplo en 

coníferas, es común observarse rechazo de la púa (Miller y DeBell 2013). Aunque hoy 

en día se sigue utilizando con éxito para algunas especies (Bonga 2015), estas técnicas 

clásicas presentan algunos problemas, como que cuando los árboles muestran las 

características de interés han perdido la capacidad de ser multiplicados asexualmente. El 

cambio de fase de un árbol, es decir, el paso de edad juvenil a edad adulta, supone una 

disminución en la capacidad de enraizamiento de sus estaquillas. Además, la producción 

de planta clonal por métodos tradicionales también suele suponer el requerimiento de 

superficies muy amplias para su cultivo (Rezende et al. 2014).  

Además, los programas de mejora basados en el establecimiento de huertos semilleros 

producen alrededor de un 10% de incremento en volumen por generación (Tosh 2012). 

Aunque los programas de mejora convencional proporcionan un interesante incremento 

en productividad, las plantaciones forestales en el futuro se enfrentan a nuevos retos que 
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deberán ser analizados desde un punto de vista más amplio y flexible (Park 2014). Los 

recientes avances en técnicas biotecnológicas están favoreciendo el desarrollo de nuevo 

programas de mejora que incorporan técnicas como la micropropagación.  

Esta técnica se fundamenta en dos principios básicos: la totipotencia celular (Haberlandt 

1902) y la hipótesis del balance hormonal (Skoog y Miller 1957). La micropropagación 

presenta varias ventajas sobre los métodos de propagación clásicos (Canhoto 2010): 

 Permiten obtener un número elevado de plantas en poco tiempo partiendo de un 

pequeño explanto inicial. 

 Hace posible la propagación de especies imposibles de multiplicar mediante 

técnicas convencionales. 

 Permite la producción de variedades de elevado interés comercial.   

 Es esencial en la regeneración de plantas a partir de células genéticamente 

modificadas. 

 Es útil para el establecimiento de bancos de germoplasma. 

 Permite el mantenimiento de planta en condiciones asépticas y libres de patógenos. 

Por este motivo, la regeneración in vitro  permite una completa regulación de los 

eventos morfogénicos bajo condiciones controladas, complementando así el potencial 

de otras herramientas biotecnológicas (Celestino et al. 2005).  

La regeneración in vitro puede conseguirse tanto por organogénesis como por 

embriogénesis somática (SE). La organogénesis partiendo de diferentes explantos 

iniciales ha sido utilizada con éxito en diferentes especies forestales desde hace tiempo. 

Así, se utiliza para propagar especies de angiospermas con importante valor económico 

como son Eucalyptus y Populus, Prunus, Juglans, Ulmus, Robinia pseudoacacia y 

Liquidambar styraciflua (Merkle y Nairn 2005). La regeneración in vitro en coníferas 
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fue descrita por primera vez por Brown y Giffon (1954). Desde entonces, se han 

desarrollado numerosos estudios con el fin de desarrollar protocolos para obtener una 

micropropagación eficiente en diferentes especies de Pinus, utilizando en su mayoría 

embriones zigóticos y plántulas (Moncaleán et al. 2005; Hargreaves et al. 2005). 

3.1.-Organogénesis 

En la organogénesis, las yemas adventicias se desarrollan directamente del embrión 

zigótico, de partes del embrión zigótico, o de tejido meristemático (Bonga 2015). Una 

vez desarrolladas esas yemas, se forman tallos que pueden ser multiplicados y que 

posteriormente se enraízan para formar plántulas. La mayor ventaja de esta técnica es 

que puede iniciarse en cualquier momento del año, puesto que se utilizan semillas 

maduras como material de partida.  

Para muchas especies de coníferas, la organogénesis no ha llegado a ser aplicable 

debido a las bajas tasas de formación de plántula y de enraizamiento, a los excesivos 

gastos que supone su manejo (Bonga 2015) y al comportamiento irregular ex vitro 

(plagiotropismo, baja supervivencia) (Niemi et al. 2004). Sin embargo, para otras 

especies de coníferas como P. radiata (Aitken-Christie et al. 1988; Montalbán et al. 

2011), P. pinea (Moncaleán et al. 2005) o P. pinaster (Tereso et al. 2006) ha sido 

exitosa. Además, algunos estudios han permitido desarrollar protocolos de 

transformación y crio-conservación (Hargreaves et al. 2004; 2005) que han hecho 

posible la producción de gran cantidad de material clonal a partir de explantos 

cotiledonares.  

Sin embargo, los protocolos mencionados utilizan semillas o partes de las mismas para 

la obtención de planta clonal, lo que no permite la captura genética del árbol 

seleccionado. Por este motivo, durante los últimos años muchos han sido los esfuerzos 
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desarrollados para la obtención de protocolos eficaces de producción de planta clonal 

mediante organogénesis de yemas de material adulto seleccionado (Pierik 1990; 

Greenwood 1995) como método para proveer de planta élite a las plantaciones 

comerciales (Menzies y Aimers-Halliday 1997). En este sentido, nuestro equipo ha 

desarrollado y optimizado sistemas organogénicos para la regeneración de planta de 

árboles adultos en Pinus pinaster (De Diego et al. 2008), P. pinea (Cortizo et al. 2009), 

P. sylvestris (De Diego et al. 2010) y P. radiata (Montalbán et al. 2013). De nuestras 

investigaciones podemos concluir que, aunque es posible lograr que los tallos muestren 

apariencia juvenil y logren desarrollar un sistema radicular viable, el porcentaje de éxito 

tras la aclimatación en el invernadero es bajo, lo cual indica que lo que se induce es una 

revigorización de los meristemos (Cortizo et al. 2009). Esta revigorización se puede 

obtener adicionando reguladores de crecimiento  como citoquininas (Bonga y von 

Aderkas 1992; von Aderkas y Bonga 2000; Titon et al. 2006). Sin embargo, este 

proceso es transitorio y los caracteres adultos vuelven a aparecer con el tiempo (Cortizo 

et al. 2009; Montalbán et al. 2013; Wendling et al. 2014). 

Por todas las limitaciones encontradas para la propagación de coníferas forestales 

mediante métodos organogénicos, durante los últimos años los esfuerzos de 

investigación han estado centrados en la obtención de protocolos optimizados de 

embriogénesis somática. 

3.2.- Embriogénesis somática 

3.2.1.-Tejido juvenil 

La embriogénesis somática es la generación de embriones completos a partir de una o 

más células somáticas. Estas células somáticas sufren un cambio completo en el patrón 

de expresión génica y se reprograman hacia la ruta embriogénica (Pullman y Bucalo 
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2014). Los nuevos embriones tienen las mismas características que un embrión zigótico 

pero no son el resultado de una fusión gamética (Dodeman et al. 1997; Ramage y 

Williams 2002).  

La primera descripción de embriogénesis somática se realizó en zanahoria (Levine 

1947) y desde entonces numerosos protocolos se han venido desarrollando para todo 

tipo de especies vegetales. En coníferas, se describió por primera vez en Picea abies 

(Hakman et al. 1985), Larix decidua (Nagmani y Bonga 1985) y Pinus lambertiana 

(Gupta y Durzan 1986). Desde entonces, ha sido ampliamente utilizada en muchas 

especies de coníferas con un amplio rango de posibilidades de éxito (Park 2014). En el 

caso del género Pinus han sido descritos protocolos de embriogénesis somática en Pinus 

pinea (Carneros et al. 2009), P. radiata (Montalbán et al. 2010; 2012), P. halepensis 

(Montalbán et al. 2013) entre otros. 

La SE se divide diferentes etapas: iniciación de la respuesta embriogénica, proliferación 

o fase multiplicativa, maduración del tejido embriogénico, germinación y conversión a 

planta y aclimatación a condiciones ex vitro. 

3.2.1.1. Iniciación 

En la iniciación se produce el cambio del patrón de expresión de las células de la planta 

donadora (Celestino et al. 2005). La iniciación de la SE se ve afectada por factores 

como el estado de desarrollo del embrión inmaduro (Montalbán et al. 2012), el genotipo 

de los parentales (Park et al. 1993; Lelu et al. 1999) y el tipo de medio de cultivo 

(incluidos los reguladores del crecimiento) (Pullman et al. 2004; Park et al. 2006). 

Además también se ha visto que el estrés, en particular el estrés oxidativo, puede tener 

un papel importante en la iniciación de la SE (Von Aderkas y Bonga 2000; Neilson et 

al. 2010; Feher 2015).  
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3.2.1.2. Proliferación 

Una vez se ha inducido embriogénesis, las masas embriogénicas (EMs) entran en un 

ciclo continuo de crecimiento. Este estado cíclico se mantiene utilizando  el mismo 

medio de iniciación o con ligeras modificaciones (Park 2014) y adicionando pequeñas 

cantidades de auxinas y/o citoquininas (Merkle et al. 1995), o incluso sin PGR 

(Fernández-Guijarro et al. 1995).  

3.2.1.3. Maduración 

El proceso de la histodiferenciación de los embriones somáticos es bastante similar al de 

los embriones zigóticos (Fehér 2015). Para estimular un cambio en el desarrollo de las 

EMs, las técnicas habituales utilizan una restricción de la disponibilidad de agua. Ésta 

se consigue mediante la adición de altas concentraciones de agente gelificante o 

aumentando la osmolaridad (Klimaszewska et al. 2000). En muchas especies de 

coníferas, la maduración de los embriones somáticos sólo se alcanza mediante la 

suplementación de ABA de manera exógena al medio de maduración (Stasolla y Yeung 

2003). La deshidratación del tejido embriogénico es un factor fundamental para que se 

produzca el proceso de maduración de los embriones somáticos en coníferas (Silveira et 

al. 2004). 

Además, se ha descrito que concentraciones de sacarosa relativamente altas promueven 

la maduración de embriones somáticos en Pinus pinaster (Ramarosandratana et al. 

2001), P. montícola (Percy et al. 2000) y otras especies de abetos (Iraqi y Tremblay 

2001). En experimentos previos realizados en P. radiata en nuestro laboratorio, 

demostramos que la sacarosa funciona tanto de fuente de carbono como de agente 

osmótico, siendo más determinante para la maduración del tejido embriogénico la 
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combinación de ésta y de aminoácidos que la concentración de ABA (Montalbán et al. 

2010).  

3.2.1.4. Germinación y conversión a planta 

En la germinación se lleva a cabo el desarrollo coordinado del tallo y la raíz. La calidad 

de los embriones somáticos está relacionada con su morfología (Maruyama et al. 2007; 

Aronen et al. 2009), por lo que los embriones somáticos que tengan una morfología que 

se asemeje a los zigóticos, con sustancias de reserva acumuladas suficientes y que hayan 

adquirido tolerancia a la desecación, son los que podrán germinar y convertirse en 

plantas (von Arnold et al. 2002). La germinación se suele llevar a cabo en medio semi-

sólido sin adicionar PGR, y se ha visto que mejora si los cultivos se mantienen en semi 

oscuridad los primeros 7 días antes de exponerlos a la luz, ya que se asegura la 

elongación del hipocótilo y se reduce la síntesis de antocianinas (Klimaszewska et al. 

2007; Park 2014). Asímismo, en ciertas especies del género Pinus como P. halepensis,  

P. nigra y P. radiata, la presencia de carbón activo en el medio de cultivo es necesaria 

para el correcto desarrollo de las plántulas somáticas (Montalbán et al. 2016). 

3.2.1.5 Aclimatación ex vitro de los explantos 

Una vez se han obtenido plantas a partir de embriones somáticos, éstos han de ser 

transferidos y aclimatados ex vitro. Las condiciones de cultivo in vitro hacen que las 

plantas regeneradas tengan una cutícula poco desarrollada y un funcionamiento anormal 

de los estomas (Merkle et al. 1995). Por este motivo, el proceso de aclimatación es una 

de las grandes limitaciones de las plantas micropropagadas, puesto que éstas cambian de 

condiciones heterotróficas a condiciones autotróficas y se ven sometidas a severos 

estreses con respecto a la humedad, temperatura,  luz y microorganismos (Canhoto 

2010). Normalmente durante los 7 o 10 primeros días se mantiene una alta humedad 
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relativa, que se va reduciendo gradualmente durante unos días hasta alcanzar las 

condiciones ambientales (Atree et al. 1990; Klimaszewska et al. 2007; Park 2014). 

La utilización de la SE tiene muchas ventajas como las que a continuación se enumeran:  

 Elevada tasa de multiplicación (Etienne y Berthouly 2004).  

 Permite la crioconservación del tejido embriogénico (Park 2002) y de embriones 

somáticos (Bonga y Park 2003). 

 Los cultivos embriogénicos se pueden utilizar como dianas para la transformación 

genética (Cerda et al. 2002; Charity et al. 2005). 

 Permite la producción de variedades de elevado interés comercial y especies 

híbridas con resistencia a enfermedades (Lu 2008).  

 Los embriones somáticos se pueden encapsular para producir semillas sintéticas 

(Aquea et al. 2008). 

 Puede ser utilizada para el rescate de embriones (Uma et al. 2011). 

 Es una valiosa herramienta para la conservación de especies amenazadas o en 

peligro de extinción (Park et al. 2010). 

 Puede ser utilizada para el estudio de la memoria epigenética (Johnsen et al. 2005; 

von Aderkas et al. 2007). 

Pese a todo, el carácter embriogénico de una especie está afectado genéticamente, de 

modo que existen genotipos más predispuestos que otros a la inducción de SE (Arnold 

et al. 2002) y todavía no se conoce del todo el control genético del proceso completo  

como para poder manipularlo (Zoglauer et al. 2003).  

Una de las mayores ventajas de la propagación vegetativa a través de SE es que las 

líneas embriogénicas generadas pueden crio-conservarse mientras los árboles 
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correspondientes a estas líneas son testados en campo (Park 2002); esto ha permitido el 

desarrollo de la silvicultura multivarietal (MVF). Conforme a lo descrito por Park y 

colaboradores en 1998, la MVF es la utilización de variedades de árboles testados 

genéticamente en las plantaciones forestales. Para ello se realizan cruzamientos 

controlados de árboles élite seleccionados, a partir de las semillas generadas en estos 

cruzamientos se producen líneas embriogénicas que se crio-conservan paralelamente a 

la realización de ensayos de progenie. Una vez identificados los genotipos élite  en las 

plantaciones, las líneas embriogénicas de las que provienen pueden ser descongeladas y 

propagadas de nuevo. El uso de otras herramientas biotecnológicas como los 

marcadores moleculares puede mejorar la eficiencia de esta estrategia (Park y El-

Kassaby 2006). Mediante este sistema se están desarrollando en Europa programas de 

silvicultura multivarietal para diversas especies perteneciente a géneros como Abies, 

Picea y Pinus (Lelu-Walter et al. 2013).    

Pese a los múltiples beneficios que presenta, la MVF no ha sido aplicada en algunas 

especies coníferas debido a los siguientes factores: 

 Las tasas de iniciación, particularmente en algunas especies del género Pinus, son 

bajas (Yildirim et al. 2006; Carneros 2009).   

 La ventana de competencia para la iniciación de la SE se reduce a unas 4 semanas 

(MacKay et al. 2006; Yildirim et al. 2006). 

 El estado del desarrollo del embrión inmaduro influye en la iniciación de la SE, así 

como el genotipo de los parentales y la composición del medio de cultivo 

(Klimaszewska et al. 2001; Pullmann et al. 2004; Park et al. 2006; Montalbán 

2012). 

 Algunas especies de coníferas son recalcitrantes a la iniciación de la SE (Pullman y 

Bucalo 2014). 
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 En algunas especies, pese a obtener tasas de iniciación altas, se produce una baja 

conversión a planta. Esto ocurre principalmente porque la maduración presenta 

bajos porcentajes de éxito (Wendt dos Santos 2002, Tretyakova and Shuvaev 

2015). 

3.2.2.-Tejidos adultos  

Como hemos descrito anteriormente, la SE presenta un potencial sin precedentes para la 

propagación clonal a gran escala de coníferas y está siendo utilizada comercialmente 

por compañías que utilizan grandes cantidades de plantas somáticas al año en sus 

plantaciones (Cyr y Klimaszewska 2002; Celestino et al. 2013; Lelu-Walter et al. 2013).  

Tal y como hemos señalado,  la SE se lleva a cabo principalmente a partir de embriones 

inmaduros y tejidos juveniles (Harvengt et al. 2001; Lelu-Walter et al. 2006; Park et al. 

2006; Klimaszewska et al. 2007), ya que se ha observado que la inducción de tejido 

embriogénico a partir de explantos procedentes de individuos adultos en coníferas no ha 

sido viable en la mayor parte de las especies ensayadas. Por este motivo, se han 

realizado numerosos estudios para controlar el cambio de fase que tiene lugar en el 

explanto a medida que crece (Gupta y Durzan 1985; Monteuuis 1991; Bonga 1997; 

Merkle et al. 1998; Andersone e Ievinsh 2002). Las características élite de un individuo 

son detectables cuando este alcanza su madurez sexual (Park 2002; Nehra et al. 2005; 

Bonga et al. 2008; Bonga et al. 2010). El desarrollo de sistemas de embriogénesis 

somática utilizando explantos procedentes de árboles élite es el escenario ideal, ya que 

podrían reproducirse las características genéticas del individuo sin necesidad de tener 

que esperar los largos tiempos de evaluación de los ensayos de progenie que deben 

realizarse en los procesos de embriogénesis somática convencional (Bonga 2015).  
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En los últimos años muchos han sido los estudios que se han centrado en la obtención 

de perfiles metabólicos en las masas embriogénicas que pudieran actuar como 

marcadores de la capacidad regenerativa de dicho tejido (Robinson et al. 2009). Otros 

autores se han centrado en el estudio del papel desempeñado por diversos genes 

implicados en los procesos de embriogénesis somática. En este sentido, según 

Komamine et al. (2005) hay 3 categorías de genes implicados en el proceso 

embriogénico: 1) genes implicados en la división celular 2) genes implicados en la 

formación de órganos 3) genes específicos para el proceso de ES. El último grupo de 

genes ha sido el objetivo principal de varios estudios: receptor-like quinasa (SERK) en 

zanahoria (Schrader et al. 1997), genes leafy cotyledon (LEC) en Arabidopsis (Gaj et al. 

2005), homeobox WUSCHELL (WOX) en Picea abies (Palovaara y Hakman 2008) y 

WUS en el ginseg (Kiselev et al. 2009). Este tipo de herramientas moleculares 

utilizadas para la obtención de marcadores de expresión fiables asociados a las etapas 

iniciales de la SE permiten distinguir entre tejido embriogénico y no-embriogénico 

(Palovaara y Hakman 2008). Entre algunos de los marcadores putativos, se sabe que los 

factores de transcripción y HAP3 (codificado por genes LEC) juegan un papel 

fundamental en el control de muchos aspectos de la SE en plantas (Yazawa et al. 2004; 

Gaj et al. 2005; Palovaara y Hakman 2008; Palovaara et al. 2010).  

Está bastante bien establecido que la respuesta al estrés es un factor clave para la 

inducción de la SE en una gran variedad de especies, aunque las rutas moleculares 

subyacentes aún son desconocidas (Radoeva et al. 2014; Fehér et al. 2015). Por eso, los 

marcadores también serían útiles para el estudio de estos mecanismos moleculares que 

regulan el cambio de células somáticas a células embriogénicas (Park et al. 2010). En 

este sentido, en Picea abies se han comparado los niveles de transcripción entre 

diferentes líneas embriogénicas que producen embriones y líneas proembriogénicas 
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cuyo desarrollo se ha detenido en diferentes etapas de la SE (Stasolla et al. 2004). 

También hay estudios de regeneración de planta mediante SE a partir de individuos 

adultos de Olea europea (Rugini y Caricato 1995) o Quercus robur (Toribio et al. 

2004); en Pinus sylvestris se ha obtenido tejido embriogénico pero su conversión a 

planta todavía no ha sido posible (Aronen et al. 2009). En contraposición a esto, se ha 

generado un grupo de árboles somáticos a partir de una única línea embriogénica de 

Picea glauca. Las yemas han manifestado respuesta a la inducción de SE durante una 

década, y han seguido mostrando esa respuesta incluso tras alcanzar la madurez sexual 

(Klimaszewska et al. 2011). 

Por todo esto, nuestro equipo en Neiker-Tecnalia y otros centros de investigación 

internacionales han centrado su trabajo fundamentalmente en la SE a partir de tejidos 

procedentes de individuos adultos del género Pinus spp.  Debido a este interés común y 

para aunar esfuerzos, se ha creado un consorcio de investigación para el desarrollo de 

estrategias comunes y el enriquecimiento de todos los equipos que trabajan con el 

mismo objetivo en diversas especies. En este sentido, nuestro equipo de investigación 

aporta la experiencia obtenida a través de diversos estudios sobre organogénesis de 

individuos adultos en el género Pinus (De Diego et al. 2008; Cortizo et al. 2009; De 

Diego et al. 2010). Los tejidos revigorizados in vitro han sido una buena fuente de 

explantos primarios para conseguir tejido embriogénico en diversas especies 

angiospermas  (San-José et al. 2010; Conde et al. 2004; Corredoira et al. 2014).  

 

4.-Importancia de las proteínas como marcadores moleculares 

Evidencias recientes indican que hay mecanismos epigenéticos, como la metilación del 

DNA y la modificación de las histonas, que juegan un papel crucial en la regulación de 
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la expresión génica en las respuestas de las plantas a los estreses ambientales (Boyko y 

Kovalchuk 2008). Estos cambios epigenéticos se producen a lo largo del proceso de 

desarrollo de los embriones somáticos (Fraga et al. 2012). Para controlar mejor estos 

cambios, es esencial entender mejor los mecanismos que se producen durante la 

embriogénesis (Rode et al. 2011). La SE implica multitud de procesos moleculares 

abarcando no sólo la diferenciación de la expresión génica, sino varias rutas de 

transducción de señales de activación/represión de muchos genes (Fraga et al. 2013). En 

este sentido, los estudios de proteómica, que combinan geles de electroforesis de dos 

dimensiones (2-D) con un alto grado de precisión en la identificación de proteínas 

mediante espectrometría de masas (MS), han sido aplicados exitosamente para el 

análisis de la expresión proteica en varias especies (Almeida et al. 2012; Correia et al. 

2012; Zhao et al. 2015). En los mencionados estudios, se han descrito diferentes 

patrones proteicos durante las diferentes etapas de desarrollo del proceso embriogénico. 

Debido a que las proteínas influyen directamente en la bioquímica celular y dan un 

análisis más preciso de los cambios celulares que se dan durante el crecimiento y el 

desarrollo (Pan et al. 2009), la identificación de proteínas asociadas a la formación de 

los embriones somáticos puede ayudar al conocimiento de los mecanismos que 

controlan el proceso de SE (Fraga et al. 2013). Además, cabe destacar que la proteómica 

ayuda a reconocer algunas proteínas metabólicas y constitutivas como inductores de 

señalización importantes en las rutas del desarrollo (Takaea et al. 2011). De estos 

estudios se puede destacar que algunas proteínas detectadas en los embriones somáticos 

pueden ser importantes marcadores de malformaciones en el desarrollo de la planta. 

Estos patrones diferenciales también han sido observados tras someter el tejido 

embriogénico a diferente disponibilidad de agua durante la fase de maduración 

(Teyssier et al. 2011). En relación a esto, varios estudios han indicado que variaciones 
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en las condiciones ambientales, como la temperatura,  en etapas iniciales de la SE 

mejoran la iniciación y la proliferación, ya que actúan como un estrés medio que 

favorece la reprogramación celular (Bonga et al. 2010; Montalbán et al. 2015). Además, 

también se ha postulado recientemente que la temperatura ejerce una presión selectiva 

en las etapas iniciales del proceso que conlleva unas bajas tasas de iniciación, pero altas 

tasas de proliferación y maduración (Fehér 2015). 

A pesar de los sistemas de modelos biológicos, el potencial de la proteómica está lejos 

de ser totalmente explotado en los estudios de biología vegetal (Abril et al. 2011) ya que 

el dinamismo, la variabilidad y el comportamiento de las proteínas son más complejos 

de lo que se pensaba. Por eso, sólo unas pocas especies de coníferas han sido sometidas 

a una identificación proteica de alta precisión por espectrometría de masas (MS) 

[Cupressus sempervirens (Sallandrouze et al. 1999), Picea glauca (Lippert et al. 2005) 

y Larix ×eurolepis (Teyssier et al. 2014), Pinus pinaster (Morel et al. 2014)]. 

 

5.-Planteamiento general y objetivos 

Esta tesis nace con el interés de estudiar el efecto de algunas condiciones físico 

químicas en las diferentes fases del proceso embriogénico utilizando  como material de 

partida tanto tejido juvenil como adulto de Pinus radiata. Este objetivo general lo 

dividimos en los siguientes objetivos parciales:  

1.- Evaluar  el efecto de la temperatura y disponibilidad de agua en las fases iniciales 

del proceso embriogénico (iniciación y proliferación) además de identificar en qué etapa 

tienen estas condiciones mayor efecto a la hora de evaluar el éxito final de la 

embriogénesis somática.  
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2.- Analizar el efecto de las condiciones físicas y químicas en la etapa de maduración de 

la SE de pino radiata para establecer si esta fase es crítica para modular el éxito de la 

etapa de maduración, así como en las siguientes etapas de proceso tales como 

germinación y aclimatación de los embriones somáticos obtenidos.  

3.- Determinar si las diferentes condiciones ambientales que condicionan las tasas de 

iniciación de tejido embriogénico se traducen en diferencias en el perfil proteíco de los 

embriones somáticos obtenidos.  

4.- Desarrollar un sistema de embriogénesis somática partiendo de yemas revigorizadas 

in vitro de individuos adultos y analizar molecularmente el carácter embriogénico de las 

masas celulares obtenidas.  
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DISCUSIÓN GENERAL 

Durante los últimos años, uno de los principales objetivos de los programas de mejora 

ha sido el desarrollo y aplicación de herramientas biotecnológicas capaces de lograr 

sistemas de producción de plantas élite adaptadas a diferentes tipos de estrés biótico y 

abiótico en el futuro escenario de cambio climático. La embriogénesis somática ha sido 

el desarrollo más importante para el cultivo de tejidos vegetales durante los últimos 

años. Esta metodología no sólo ha sido de gran importancia por su utilización para la 

propagación masiva, sino también por permitir la implementación de herramientas 

biotecnológicas que puedan ser utilizadas en programas de mejora genética destinadas a 

aumentar la productividad y la calidad de la planta forestal. La embriogénesis somática 

en árboles de interés forestal no está suficientemente optimizada. Por ello, durante los 

últimos años muchos han sido los esfuerzos que se han llevado a cabo para 

desarrollar/optimizar los actuales protocolos de embriogénesis somática en el género 

Pinus (Carneros et al. 2009; Montalbán et al. 2010; 2012). Tradicionalmente, los 

ensayos han ido dirigidos a la selección del explanto (Salaj et al. 2015), a las 

características químicas del medio nutritivo (Giri et al. 2004) y las condiciones físicas 

de los cultivos (Hazubska-Przybyl et al. 2016; Montalbán et al. 2016). Sin embargo, en 

los últimos años se ha descrito que la aplicación de un estrés medio, inducido a través 

de la modificación de las condiciones físico-químicas, puede favorecer en gran medida 

la adquisición de competencia embriogénica (Feher 2015, Isah 2016). En este trabajo, 

hemos analizado el efecto de la temperatura y la disponibilidad de agua en las diferentes 

etapas de la embriogénesis somática (Iniciación, proliferación y maduración) tratando 

de evaluar su efecto, y de determinar en cuál se producía el mayor impacto en el éxito 

final del proceso embriogénico. Para ello, se aplicaron 9 tratamientos que fueron 

aplicados aisladamente en las tres fases del proceso, manteniéndose las condiciones 
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estándar en el resto de las fases. Pese al diseño factorial, en ninguno de los tres 

experimentos ni de los parámetros analizados en cada uno de ellos hubo una interacción 

significativa entre las variables temperatura y concentración de agar. Se observó que la 

temperatura más alta ensayada, 28ºC, tenía un efecto negativo en la fase en la que era 

aplicada, si bien sólo provocaba efectos a largo plazo cuando se aplicaba durante la fase 

de iniciación del tejido embriogénico. Por otro lado, una menor disponibilidad de agua 

tenía un efecto positivo si era aplicada en la fase de iniciación y maduración, 

desapareciendo su efecto en las siguientes fases del proceso. Por todo ello, la aplicación 

de temperaturas bajas (18ºC/4 gL-1gelrite) durante la fase de iniciación puede utilizarse 

para aumentar el número de líneas embriogénicas establecidas, y por tanto para 

aumentar la diversidad clonal de un programa. Por el contrario, realizar el proceso de 

iniciación a 28ºC con la misma concentración de agente gelificante aumenta la 

eficiencia del proceso, ya que incrementa el número de embriones obtenidos por línea 

embriogénica, pudiendo ser usado en megagametofitos de cruces seleccionados. 

A la vista de nuestros resultados parece ser que la modificación de las condiciones 

ambientales tiene un mayor impacto cuando es realizada durante la etapa de iniciación 

de tejido embriogénico. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la temperatura 

ejerce una presión selectiva en las primeras etapas del proceso embriogénico y resulta 

en tasas de iniciación más bajas, pero mayor éxito en proliferación y maduración, tal y 

como postularon Feher et al. (2003). 

Por otro lado, muchos son los esfuerzos que se están realizando para conseguir una 

comprensión más profunda de los factores biológicos (fisiológicos, bioquímicos, etc.) 

que influyen en la estabilidad y la productividad de la embriogénesis somática en 

coníferas (Brownfield et al. 2007). Además, la obtención de marcadores moleculares 

promete aportar información valiosa para incrementar el vigor embriogénico (Robinson 
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et al. 2009). Un enfoque para generar tales marcadores y para comprender mejor la 

regulación de la embriogénesis in vitro es utilizar la expresión global traducción de 

proteínas (Lippert et al. 2005; Zhao et al. 2015) durante las diferentes etapas del proceso 

embriogénico. Como se ha comentado anteriormente, la aplicación de diferentes 

condiciones ambientales se traducía en altos y bajos porcentajes de iniciación. Con el 

fin de analizar si este hecho se traducía en diferencias a nivel proteómico, se realizó un 

estudio del perfil proteico de los embriones obtenidos. Este es el primer estudio en el 

que se realiza un análisis proteómico en embriones somáticos de coníferas generados en 

diferentes condiciones ambientales aplicadas en la etapa de la iniciación. Gran parte de 

las proteínas expresadas diferencialmente en los embriones obtenidos de condiciones 

ambientales desfavorables para la iniciación pertenecían a categorías funcionales como 

la respuestas de defensa (proteínas OsmC, vicilinas) o respuesta frente a estrés oxidativo 

(Chaperonas), pudiendo haberse originado en respuesta a estrés abiótico.Nuestro estudio 

constituye una aproximación que aporta información sobre algunas proteínas implicadas 

en el proceso embriogénico de Pinus radiata.  

Investigaciones previas nos permitieron desarrollar sistemas para la clonación in vitro 

de individuos adultos mediante organogénesis de yemas en diferentes especies del 

género Pinus (De Diego et al 2008; 2010; Cortizo et al, 2009; Montalbán et al 2013). 

Estos sistemas de propagación in vitro presentaban bajos porcentajes de enraizamiento y 

además, la revigorización de los tejidos observada era transitoria (De Diego et al 2008). 

Por todo ello, la embriogénesis somática en coníferas a partir de material adulto sigue 

siendo un reto desde hace años (Park et al 2006). El desarrollo de esta tecnología nos 

proporcionaría no sólo un gran potencial para la producción en masa de árboles élite 

seleccionados, sino la posibilidad de crioconservar masas embriogénicas capaces de 

proporcionar genotipos élite para los programas de mejora genética y para los planes de 
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forestación y reforestación (Trontin et al. 2016). El éxito en la clonación mediante SE 

de genotipos adultos en coníferas se restringe a un clon de 10 años de Picea glauca, 

generado a su vez mediante embriogénesis somática, establecido en el campo 

(Klimaszewska et al 2011). Nuestro equipo de investigación formó parte de un 

“consorcio” que centró sus estudios en la obtención de embriogénesis somática en 

diversas especies de pino (Pinus contorta, P. patula, P. pinaster, P. radiata, P. 

sylvestris and P.strobus). Todos los equipos obtuvimos células con características 

embriogénicas (Trontin et al. 2016) y en nuestro caso, además, se observó expresión de 

genes implicados en la inducción de embriogénesis (LEC1). Sin embargo, estas células 

no desarrollaron suspensores. Será necesario desarrollar otros experimentos para tratar 

de determinar la presencia de otros genes implicados, además de para conseguir la 

proliferación del tejido celular como el obtenido mediante la utilización de sulfoquinas 

que han favorecido el desarrollo de suspensores en otras coníferas (Umehara and 

Kamada 2005). 

En resumen, esta tesis doctoral se ha centrado en profundizar en algunos aspectos 

relativos a la embriogénesis somática en Pinus radiata, con especial énfasis en la 

utilización del estrés abiótico como herramienta para incrementar el éxito del proceso 

embriogénico. Además, contribuye a ampliar el conocimiento sobre los mecanismos 

bioquímicos que intervienen en el desarrollo de embriones somáticos de Pinus radiata. 

Asimismo, describe el método para obtener tejido de tipo embriogénico a partir de 

individuos adultos y para testar que dicho tejido expresa genes asociados 

tradicionalmente a los procesos embriogénicos a partir de individuos juveniles. 
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CONCLUSIONES 

 

1.-La modificación de las condiciones físico-químicas utilizadas para la 

iniciación del tejido embriogénico de P. radiata suponen una mejora en el 

número de líneas celulares establecidas, con lo que se puede utilizar para 

aumentar la diversidad clonal de un programa de mejora genética. Disminuir 

la temperatura y la disponibilidad de agua (18ºC/4 gL-1gelrite) mejora los 

porcentajes de iniciación. Un incremento de la temperatura de cultivo 

durante la fase de iniciación del tejido embriogénico (28ºC) ejerce un efecto 

a largo plazo observándose al final de la fase de maduración un aumento en 

el número de embriones somáticos producidos.  

2.-Las modificaciones de las condiciones ambientales durante la fase de 

maduración del tejido embriogénico no tienen un efecto significativo en la 

conversión de embriones somáticos a plantas. 

3.-La aplicación de condiciones ambientales “desfavorables” para la 

iniciación de tejido embriogénico determinan el perfil proteico de los 

embriones somáticos tras la etapa de maduración del tejido embriogénico. 

Algunas de estas proteínas están relacionadas con respuestas de defensa y 

estrés oxidativo.  

4.-Es posible obtener células de características embriogénicas a partir de 

material adulto de Pinus radiata D. Don. El tejido obtenido no pudo 

proliferarse aunque se observó expresión del genLEC1, descrito como 

marcador en procesos embriogénicos. 
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