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Presentacion

El Grupo de Trabajo sobre Recursos Genéticos Forestales de la Comision Forestal para América del Norte fue creado en
1961, y realizo su primera reunion de trabajo en 1965, bajo la denominacion de Grupo de Trabajo en Mejoramiento Genético
Forestal. Con la aprobacion de los miembros del grupo, en 1993 modificé su nombre a Grupo de Estudio en Recursos Genéticos
Forestales, el cual reflejaba en forma mas precisa los objetivos a largo plazo que se persiguen en él, y en el afio 2000 toméd
su designacion actual, como Grupo de Trabajo en Recursos Genéticos Forestales. La mision del grupo es promover vy facilitar
el conocimiento, manejo y conservacion de los Recursos Genéticos Forestales de América del Norte. Con este propdsito, los
integrantes del grupo promueven la cooperacion internacional y el intercambio de informacion técnica y cientifica relacionada
con la conservacion y uso sostenible de los recursos genéticos forestales en la region.

El Grupo de Trabajo est integrado por tres representantes de cada uno de los tres paises de América del Norte (Canada,
Estados Unidos y México), quienes definen las actividades a realizar y la estrategia a seguir para lograr los objetivos especificos
de cada una de ellas. El grupo de trabajo realiza reuniones laborales en forma periddica para evaluar las tareas asignadas a sus
miembros y definir la continuacion de éstas o programar nuevas actividades. Hasta la fecha de esta publicacion, se han realizado
21 reuniones.

En cumplimiento a los objetivos y mision de este grupo, durante su XX Reunion de Trabajo, celebrada en la Universidad
Auténoma Chapingo del 10 al 14 de abril de 1995, se organizé un seminario-taller sobre el "Manejo de Recursos Genéticos
Forestales". Especialistas de Canada, Estados Unidos y México en diferentes disciplinas de genética, fisiologia, producciéon de
planta y mejoramiento genético de arboles forestales presentaron 13 conferencias agrupadas en los temas de: 1) aspectos
basicos de conservacion de recursos genéticos, 2) manejo de germoplasma, 3) evaluacién de germoplasma, y 4) utilizacidn de
germoplasma de especies forestales. Al seminario-taller asistieron en total 64 profesionistas, técnicos y académicos de diferentes
dependencias oficiales, universidades e instituciones de investigacion relacionadas con el manejo de recursos genéticos forestales
en México.

En virtud de la calidad de las ponencias presentadas durante el seminario, y del vacio existente de informacion actualizada
vy especializada en espanol en relacion con el manejo sostenible y conservacion de los recursos genéticos forestales en México,
en 1997 se publico la primera edicion de los documentos presentados por cada uno de los especialistas. Cinco anos después
los ejemplares de esta obra estaban agotados, por lo que se decidi6 publicar una segunda edicién para atender la demanda de
informacion que atin existe sobre el tema. En esta nueva edicion algunos de los capitulos fueron actualizados, se incorpord un
nuevo capitulo ralacionado con la zonificacion altitudinal para la transferencia de semillas en México, y se eliminé el capitulo

sobre el Programa Nacional de Reforestacion, cuya informacion ya no es vigente.



La tarea central de organizar el evento, reunir los documentos para su primera edicion y contactar a los autores para

valorar la necesidad de actualizar sus contribuciones fue realizada por los editores. Sin embargo, en el periodo transcurrido desde
la primera edicion, algunos autores ya se habian retirado y otros, como el caso del Dr. Basilio Bermejo Velasquez, ya habian
fallecido, por lo que fue imposible cumplir cabalmente con el propésito inicial. De cualquier manera, se decidié continuar con el
proyecto, como un reconocimiento postumo a las actividades desarrolladas por el Dr. Bermejo en el area de los recursos genéticos
forestales de México. Expresamos nuestro agradecimiento también a los integrantes del Grupo de Trabajo en esa época, que
apoyaron en forma entusiasta la idea original. Ademas de su participacion directa en el seminario, los representantes de Canada
(Judy Loo, Kurt Johnsen y Barry Jaquish) y Estados Unidos (Glenn Furnier y Tom Ledig), apoyaron la participacién de otros
especialistas invitados procedentes de esos paises (Ben Wang, Tom Conkle, James Jenkinson, Jay Kitzmiller y Maria Magallanes);
en algunos casos con fondos econdmicos de sus propios proyectos de investigacion.

El apoyo gubernamental y de otras instituciones de los tres paises integrantes de la Comision Forestal para América del
Norte fue fundamental a lo largo de todo el proceso. El Servicio Forestal de Canada y su similar en los Estados Unidos aportaron
recursos economicos para facilitar la participacion de los especialistas en el Seminario. El Servicio Forestal de los Estados Unidos,
junto con la Organizacidn de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) vy la Subsecretaria de Recursos
Naturales de la SEMARNAT, en México, proporcionaron el apoyo econdmico para la publicacion de estos documentos.

La Universidad Auténoma Chapingo, el Colegio de Postgraduados, y la Comisiéon Nacional Forestal también aportaron
recursos para la realizacion de esta obra, incluyendo el apoyo logistico y de comunicaciones durante la organizacion y desarrollo
del seminario, asi como los recursos humanos y materiales durante la fase de traduccion y formato de los manuscritos, vy
durante la preparacion de la segunda edicién. A todas las personas que intervinieron en esta etapa les manifestamos nuestro

reconocimiento.

J. Jesus Vargas Herndndez, Basilio Bermejo Velazquezt y F. Thomas Ledig
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1. Conservacion y manejo de recursos genéticos forestales

F. Thomas Ledig

Institute of Forest Genetics, Pacific Southwest Research Station,

U.S.D.A Forest Service, Placerville, California 95667, E.U.A.
Introduccion

Para iniciar la introduccion a este seminario-taller sobre Manejo de Recursos Genéticos Forestales, voy a describir la
historia de un pais en desarrollo — un pais del tamafio de México (casi 2.01 millones de Km? comparados con los cerca de 1.97
millones de Kilémetros cuadrados de México). Al igual que México, este pais fue conquistado por europeos. En lugar de decirles
de qué pais se trata, dejaré que ustedes lo adivinen. En el tiempo de la conquista europea, este pais estaba casi enteramente
cubierto por bosques. En los siguientes 250 afios, éstos se cortaron a una velocidad promedio de 803 mil hectéreas (8,030
Kilémetros cuadrados) por afio. Esto es mas de 2,200 hectareas (22 Kilémetros cuadrados) por dia. La mayor parte de los
bosques se eliminaron para la agricultura, por la necesidad de alimentar a una poblacién en expansion. Los arboles se derribaron y
quemaron para librarse de ellos. Los residuos de las cenizas se utilizaron como fertilizante. Los bosques que no fueron convertidos
a la agricultura, se cortaron una, dos o quizas hasta seis veces. Primero se eliminaron las especies de mayor valor (las especies
de coniferas mas altas, con troncos grandes para postes y madera de construccion y los mejores arboles de especies latifoliadas
para la fabricacién de muebles). Después de que se terminaron las especies de coniferas y latifoliadas de mayor valor, la siguiente
generacion de madereros regreso por las especies de menor valor. Cada generacion tomo los arboles mejor formados y dejaron
los enfermos, torcidos y de lento crecimiento. Los bosques se degradaron en forma progresiva. Menos de un centésimo de 1por
ciento ((inicamente 0.0025 por ciento) de los bosques primarios quedaron remanentes.

El bosque desapareci6 y lo mismo ocurrié con la fauna. Las poblaciones de ciervo se redujeron, los pavos se eliminaron
en muchas regiones del pais, y especies enteras se extinguieron a causa de la pérdida de habitat y la presion de la caceria. Nunca
se considerd la necesidad de conservacién. ;Dénde se encuentra este pais prédigo primitivo? ;En Africa, Asia, en los bosques
Atlanticos de Brasil? No, en los Estados Unidos de América originales.

Conforme los Estados Unidos se expandieron hacia el oeste, alguna gente comenzd a preocuparse por la pérdida de los
bosques nativos. No obstante, los bosques se cortaron hasta las costas del Pacifico, sin ninguna preocupacion por la necesidad
de regeneracion. Muchas areas en el oeste del pais se cortaron en el periodo de hace 100 a 50 afios y nunca se ha restablecido el
bosque (Shoup y Baker 1981).

A principios de 1900, el movimiento de conservacion ya habia ganado una fortaleza considerable. Presiond al Gobierno
para establecer areas de reserva para conservar los recursos maderables y otros tesoros nacionales escénicos. Estos primeros
conservacionistas en ningin momento pensaron sobre la diversidad genética, aunque ésta sea el elemento basico de todos
los recursos renovables. Sélo en fechas recientes hemos comenzado a considerar la necesidad de conservacion de los recursos
genéticos, y es todavia una idea novedosa para la mayoria de los conservacionistas y politicos. El punto central de todo esto es
que nuestras ideas sobre la conservacion han cambiado y alin estan en proceso de evolucion. No debemos repetir los errores
pasados (por lo menos, no a causa de la ignorancia).

América del Norte es un continente rico en diversidad climatica y topografica, y por lo tanto, abundante en recursos
bioldgicos. Los recursos genéticos en nuestros bosques son la base de la silvicultura en plantaciones en la mayor parte del mundo.

Picea sitchensis (Bong.) Carr., Pinus tadea L., Pinus radiata D. Don, y Pinus oocarpa Schiede se plantan en cientos de miles de
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hectareas en Africa, Asia, Australia, Europa, y Sudameérica; y de los tres paises que coexisten en América del Norte, México es

el mas rico. Los Estados Unidos y Canada tienen cerca de 650 especies lefiosas (Little 1979) mientras que México tiene entre
2,000y 3,000 (J. Rzedowski, 1989, comunicacion personal). De un total de 22,000 especies vegetales en México, 4,000 son
endémicas, y seguramente mas se descubriran. Muchos de los taxa de México representan una riqueza de diversidad genética.
Uno de los regalos de México al mundo es el maiz, por supuesto, pero otro son los pinos. México es un centro de diversificacion
de los pinos, siendo el habitat de mas de la mitad de las especies de este género en el mundo.

La parte triste es que se estima que 17 por ciento de las especies vegetales mexicanas, este rico patrimonio, se considera
en riesgo de extincion. Pero el peligro mas grave puede ser la pérdida de poblaciones y recursos genéticos dentro de especies —
lo que yo llamo las "extinciones ocultas” (Ledig 1993). La pérdida de los recursos genéticos forestales ocurre principalmente
como resultado de la conversion de terrenos forestales a otros usos, fundamentalmente pastoreo y agricultura. La deforestacion
en México esta avanzando a una gran velocidad, cerca de 5 por ciento de la superficie forestal se modificé durante el periodo
quinquenal 1981-1984 (Office of Technology Assessment 1984).

La diversidad genética de nuestros paises es motivo de orgullo, pero las pérdidas de recursos genéticos son tragedias
nacionales. Estas pérdidas nos disminuyen a cada uno de nosotros. José Ortega y Gasset (1914) escribia sobre bosques figurativos
y reales cuando sefiald: "Yo soy yo y mi circunstancia, y si no la salvo a ella no me salvo yo". El autor mencionado utilizé un
espanol algo arcaico, pero lo que él queria decir es que lo que nosotros somos es en gran medida un producto tanto de nuestro
medio como de nuestro cuerpo, y si nosotros no salvamos nuestro ambiente, también perdemos parte de nosotros mismos.

Con frecuencia he sefialado que los recursos genéticos tienen valores multiples: valores econémicos, ecologicos, estéticos
y éticos. La diversidad genética ciertamente tiene un valor estético, como lo sugirié Ortega y Gasset, pero en este seminario voy
a hablar de los usos materiales, el valor econémico, de los recursos genéticos y posteriormente me referiré a las técnicas para
la conservacion. Espero que esto prepare el camino para los aspectos y comentarios mas detallados que se presentaran en los

siguientes documentos.
Los valores economicos de los recursos genéticos

Es obvio que nuestros bosques comerciales en América del Norte son un recurso econémico. Sin embargo, es menos
obvio que la diversidad genética dentro de estos bosques es el fundamento de su valor economico.

Las especies como Pinus ponderosa Dougl. ex Laws. o P. cooperi Blanco, no son una poblacion homogénea. Las especies
con una amplia distribucion natural son cominmente una coleccion de poblaciones. Las poblaciones locales estan regularmente
adaptadas a su ambiente. Y éstas se eliminaran, la productividad forestal se reduciria. Por ejemplo, si los sitios de Pinus ponderosa
a 825 metros de elevacion en la Sierra Nevada de California se replantaran con la semilla de una elevacion de 600 metros menor
la reduccién en el volumen a la edad de 50 afios seria de alrededor de 5 por ciento (figura 1). Si se replantara con la semilla de
una elevacion 600 m mayor, la reduccion seria de alrededor de 20 por ciento. Podemos dibujar curvas similares para sitios de
plantacion en otras elevaciones, y el pico de la curva coincidiria en forma bastante precisa con la elevacion local. Por lo tanto, los
recursos genéticos locales contribuyen a la productividad del bosque que, por supuesto, es un valor econdmico basico, y si esos

recursos se pierden podria ser dificil o imposible reemplazarlos.
Nuevos ambientes

El cambio climatico global es una razén urgente para conservar una gama de recursos genéticos en las especies

comerciales. Los modelos climaticos proyectan hasta un aumento de 5°C en la temperatura global en los proximos 50 afios como
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resultado del "efecto de invernadero” (por ejemplo, debido a un aumento en 100 por ciento en la concentracién atmosférica del

bioxido de carbono). En episodios previos de calentamiento, las especies forestales y las poblaciones dentro de las especies se
movieron hacia mayores elevaciones. Para mantener la productividad en un clima mas calido tendriamos que mover poblaciones
de menores a mayores elevaciones. Con base en la Ley de Hopkins, la temperatura disminuye cerca de 1.4°C por cada 305 m
de aumento en elevacion. Por lo tanto, para el clima proyectado dentro de 50 afos, tendriamos que plantar sitios con fuentes
de semilla de elevaciones 550 m mas bajas (figura 2; Ledig y Kitzmiller. 1992). ;Pero, qué pasaria si las fuentes de semilla de
esas elevaciones menores se han destruido, y los recursos genéticos se perdieron? Esta ha sido la situacion en los Estados Unidos
y todavia ocurre en México, en aquellos lugares donde los bosques en la parte baja de las montafas se eliminan para usar los

terrenos en la agricultura.

Figura 1. Volumen por arbol de fuentes de semilla de Pinus ponderosa en un sitio a 825 metros de elevacion en la Sierra Nevada de California. Este tipo de
datos se pueden usar para calcular la pérdida (o ganancia) en el volumen debido a la plantacién de fuentes de semilla no locales. El plantar con una fuente
de semilla de una elevacion 600 metros menor en lugar de usar la semilla local resultaria en aproximadamente 5 por ciento menos volumen. Plantar con una

fuente de semilla de una elevacién 600 metros mayor resultaria en cerca de 20 por ciento menos volumen (M. T. Conkle, datos inéditos).

Nuevos mercados

Los nuevos mercados son otra razon para conservar los recursos genéticos, ya que estos son necesarios para generar
variedades nuevas. Por medio de cruzamiento podemos producir variedades con mayor velocidad de crecimiento, o cambiar de
objetivos para satisfacer nuevas demandas en el mercado. Por ejemplo, los primeros mejoradores de Pinus taeda en el Sur de los
Estados Unidos seleccionaron arboles con una gravedad especifica de la madera alta porque esta especie se uso para elaborar
bolsas de papel Kraft y cajas de cartén corrugado, y la madera de mayor gravedad especifica producia mayores rendimientos de

pulpa y bolsas con mayor resistencia al rasgado.
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Figura 2. La Ley de Hopkins define la regla basica de que la temperatura disminuye cerca de 2.5°F por cada 1,000 pies de elevacién (1.4°C por cada 305

m) de aumento en la elevacién. La temperatura actual se representa por la linea inferior, y la linea superior muestra la tendencia, suponiendo un aumento de
2.5°C en la temperatura global. Una procedencia a 850 m, creciendo en la actualidad en un ambiente que tiene una temperatura anual promedio de cerca de

8°C encontraria esas condiciones cerca de los 1,400 m, o sea, 550 m arriba en la pendiente después del cambio global.

Sin embargo, el mercado cambié y la demanda por papel sanitario, papel periddico y papel de impresion aumento.
Para estos productos se prefiere una madera de menor gravedad especifica. Afortunadamente, los recursos genéticos de Pinus
taeda eran suficientes para permitir a los genetistas seleccionar arboles con madera de gravedad especifica mas baja. De hecho,
las cooperativas de mejoramiento genético forestal en el sureste de los Estados unidos habian conservado arboles de Pinus
taeda, de crecimiento rapido con madera de gravedad especifica mas baja en blancos clonales. Estos clones estaban facilmente
disponibles para producir papel higiénico y de escritura de alto valor cuando el mercado cambié. Sin la variacion genética
disponible los genetistas pueden hacer muy poco (figura 3). Un programa de mejoramiento genético en Pinus resinosa Ait.
fracasaria porque la especie carece de variacion genética. Nosotros deseamos proteger los recursos genéticos y evitar el que una

especie genéticamente variable se convierta en un Pinus resinosa empobrecido genéticamente.
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Figura 3. Cuando una especie tiene poca variacion genética para una caracteristica (como volumen a los 50 afios), la seleccién resultara en un avance

pequefio. Cuando la variacién es grande, el mejoramiento (la ganancia obtenida por seleccién) serad mucho mayor.

Nuevas amenazas

Las nuevas plagas de insectos y patogenos son una amenaza constante en la agricultura. Los agronomos deben generar
variedades nuevas de cultivos vegetales cada unas pocas generaciones para mantenerse adelante de las plagas en evolucion. Lo
mismo es cierto en la silvicultura. La variacion genética necesaria podria no encontrarse en todas las poblaciones. Por ejemplo, la
frecuencia de una de forma de resistencia genética a la roya de los pinos blancos en Pinus lambertiana Dougl. es casi cero en las
poblaciones del norte, pero se encuentra en mayores frecuencias (8%) en las poblaciones de la Sierra Nevada Central (Kinloch
1992).

Nuevos productos

Todo lo que se ha mencionado en parrafos anteriores pertenece a especies que tienen un valor comercial actual. Pero
nuestro interés en los recursos genéticos en América del Norte deberia incluir especies forestales que actualmente se consideran
como malezas, porque podriamos descubrir nuevos usos para ellas en el futuro. Taxus brevifolia Nutt. era una especie sin valor
hace diez afios; pero se encontré que el taxol de los extractos de corteza era altamente efectivo contra el cancer en pruebas
realizadas por el Instituto Nacional del Cancer en E.U.A. En cuestion de afios, esta especie de Taxus llegd a ser tan altamente
deseada, que los conservacionistas se llegaron a preocupar por su posible eliminacion de los bosques del noroeste de Estados

Unidos.
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Nuevos productos vegetales estan por descubrirse: productos quimicos que pueden ser agentes medicinales efectivos,

insecticidas, fungicidas, o herbicidas. La tarea de descubrir estas propiedades es lenta, pero actualmente casi 25 por ciento de las
medicinas de prescripcién (un mercado de varios millones de ddlares) en los Estados Unidos proviene de las plantas. Merck &
Compaiiia, Ltd. ha establecido un acuerdo de 1.1 millones de ddlares con el Instituto Nacional de la Diversidad Biologica de Costa
Rica (INBIO) para explorar posibles quimicos nuevos en las reservas y parques nacionales de Costa Rica. (Reid 1993). INBIO
recibira los derechos de autor sobre cualquier producto nuevo que se desarrolle.

No sélo debemos estar preocupados por las especies lefiosas forestales, sino por los bosques mismos, porque los
bosques son el habitat de un conjunto tremendo de diversidad bioldgica. Si no conservamos estos recursos genéticos, estamos
eliminando industrias futuras de gran valor. No todas las especies vegetales o animales de los bosques tienen las propiedades
Unicas deseadas, pero no podemos predecir cual de ellas las tiene. A pesar de esta incertidumbre, Farnsworth y Soejarto (1985)

pudieron calcular que cada especie de planta que se extingue es una pérdida de 204 millones de ddlares.
Nuevo entorno econémico

Independientemente del sistema econémico, comunista o capitalista, los contadores nunca han considerado todos los
costos - los costos ocultos - de hacer negocios. Ellos han descuidado los costos ambientales, dejando que alguien mas o alguna
generacion futura pague la cuenta. Estos costos no registrados incluyen los gastos médicos ocasionados por la contaminacion del
aire debido a industrias que usan la atmosfera como un recurso libre. Estos son los gastos desde el punto de vista de oportunidades
perdidas de una generacion futura que podria haber usado una especie que el desarrollo condujo a la extincion.

La atmosfera que respiramos ahora, los climas que disfrutamos ahora, el desarrollo del suelo vy la estabilizacion de
pendientes o taludes, dependen de la cubierta forestal. Mucho se ha escrito sobre el valor de los bosques para captar bioxido
de carbono. El aumento proyectado en la temperatura global se basa en la duplicacion del bioxido de carbono en la atmosfera.
Este es sdlo un nivel de referencia conveniente. No hay razon para suponer que las emisiones de bidxido de carbono disminuiran
después de alcanzar un nivel de bidxido de carbono del doble de los niveles preindustriales. En el proximo siglo, la sociedad
todavia quemara combustibles fosiles que tenian capturado el bidxido de carbono durante millones de anos como depdsitos de
carbon y petrdleo. Los servicios de apoyo a la vida proporcionados por los bosques podrian exceder en gran medida su valor como
fuente de madera y fibra.

La diversidad genética, los recursos génicos dentro de especies, podrian ser cruciales para la salud de los ecosistemas.
La pérdida de diversidad genética o inclusive los cambios en la estructura genética sin una disminucion en la diversidad podrian
conducir plausiblemente a cambios en el flujo de energia y nutrientes en el ecosistema (Ledig 1991). Al nivel de las especies,
esto es seguramente cierto. Investigaciones recientes en el ecotrén del Colegio Imperial (Londres), un banco de 16 camaras con
atmasfera - y clima - controlados, ha demostrado que los ecosistemas ricos en especies asimilan biéxido de carbono a una mayor

velocidad que los ecosistemas menos diversos (Naeem et al. 1994).
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Conservacion de recursos genéticos

El manejo de recursos genéticos de las plantas agricolas cultivadas se divide en ocho componentes (cuadro 1).

Cuadro 1. Componentes del manejo de recursos genéticos en la agricultura

. Recoleccién

. Documentacion
. Caracterizaciéon

. Almacenamiento
. Evaluacién

. Multiplicacion

. Distribucion

0 N O BT W N H

. Utilizacion

En esta introduccion al seminario-taller, mencionaré brevemente sobre el almacenamiento, evaluacion, y utilizacion
de los recursos genéticos. Debido a que la silvicultura difiere de la agricultura, la lista en el cuadro 1 no se ajusta bien a nuestra
situacion. Es mas, la mayor parte de la actividad forestal todavia depende de especies silvestres que crecen en poblaciones
que se regeneraron en forma natural. Por lo tanto, el manejo de los rodales naturales es un aspecto de conservacion tnico a la
silvicultura. Yo mencionaré ese aspecto de manejo de germoplasma porque podria no ser cubierto en forma detallada en los otros
documentos.

La recoleccion, la documentacion y la caracterizacion generalmente se realizan en forma simultanea en la silvicultura,
pero yo no dedicaré mucha atencion a esos temas. En otro documento he planteado un enfoque sistematico a la recoleccion
de recursos genéticos representativos para la conservacién ex situ de las especies forestales en los Estados Unidos (ver Ledig
1992).

Consideraré la regeneracion vy utilizacion como un tema refiriéndome principalmente a otros documentos en esta
publicacién. En la silvicultura, la distribucién (por ejemplo, la infraestructura para mover plantas de la fase de regeneracién a
la de utilizacién) es practicamente una parte integral de los sistemas de viveros y reforestacion, por lo que yo la ignoraré. La
distribucion presenta problemas, pero por ahora no los consideraremos. Ademas del manejo de rodales naturales, mencionaré el
almacenamiento, la evaluacion, y la utilizacion de recursos genéticos forestales. Esto sigue el guion del Seminario-Taller propuesto
por Jests Vargas y Basilio Bermejo. Este es un resumen practico y excelente para considerar el manejo de recursos genéticos

forestales. Yo les agradezco por concebir este programa en el seminario.
- =y
Manejo y conservacion forestal
Hace cuatro anos en el Congreso Mundial de Silvicultura en Paris, Teobaldo Eguiluz dijo algo tan importante que yo lo anoté:
La conservacion no deberia ser un arbol aislado en el vasto campo de los bosques”. La conservacion de recursos genéticos

deberia ser una parte integral del mejoramiento forestal, como Judy Loo lo sefialara posteriormente en esta manana. Ademas, la

conservacion no debe y no puede considerarse en forma aislada en ningtin sentido del manejo o cultivo de los bosques.
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Casi por definicion, conservacion significa reducir la presion sobre los recursos. El crecimiento de la poblacion es el

problema primario que conduce a la pérdida de recursos genéticos, el mismo problema que enfrentan todos los aspectos de
la sociedad moderna. Si nosotros deseamos conservar los recursos genéticos o preservar aunque sea una parte pequeia de la
diversidad bioldgica de la que depende nuestra subsistencia, debemos estabilizar la poblacion mundial e inclusive, reducirla. En
el corto plazo el reciclado o la reduccién del consumo es un paso positivo. Los paises ricos industrializados son los mas grandes
consumidores; por ejemplo, el consumo per cdpita de energia es seis veces mayor en los Estados Unidos que en México y el
consumo de energia en México es 70 veces mayor que en Etiopia (anénimo 1994). Estas tasas tan altas de consumo significan
que cada nacimiento en los Estados Unidos es equivalente a seis nacimientos en México. Sin embargo, los forestales tienen poco
control sobre las politicas que influyen sobre los patrones de crecimiento o consumo de la poblacion.

Una manera en que los forestales pueden reducir la presion sobre los recursos genéticos es mediante el manejo forestal
y la silvicultura. Los programas de reforestacion y el manejo activo de plantaciones pueden aumentar la productividad a niveles
superiores de aquellos obtenidos en el bosque natural. Si las necesidades de productos forestales se pueden satisfacer con unas
pocas hectareas de plantacion, entonces el bosque natural puede destinarse para la conservacion in situ de recursos genéticos,
la proteccion de la diversidad bioldgica y el disfrute estético. Consideremos los datos estadisticos. Brasil tiene 396,000,000 de
hectéreas de bosque natural y s6lo 6,500,000 hectareas de plantaciones industriales (sdlo 2 por ciento de su area forestal total).
No obstante, Brasil obtiene 60 por ciento de su abasto industrial de madera de sus plantaciones; esto es 60 por ciento de sélo 2
por ciento de los terrenos con vocacién forestal (anénimo 1993). Rocca Caliennes (1985) acreditd la introduccién de especies
de eucalipto de rapido crecimiento (Eucalyptus globulus Labill.) en 1973 con una reduccién en la tasa de eliminacién del bosque
nativo en los andes. Bill Gladstone y yo (Gladstone y Ledig 1990) presentamos las diferentes maneras en que la silvicultura
intensiva ha beneficiado la conservacion mediante el aumento en productividad forestal y el aumento de empleos. El manejo
forestal debe ser parte de cualquier solucion a la conservacion de la diversidad bioldgica en general y de los recursos genéticos en
particular.

La conservacion de recursos genéticos puede ser efectiva a pesar de que se utilice regeneracion artificial, si seguimos
una regla sencilla: replantar con la fuente local de semilla. La semilla local puede significar la semilla del rodal que se esta
cosechando, como lo sugeri cuando propuse la creacién de Unidades de Manejo de Recursos Genéticos (UMRG's), o podria
tener una definicién mas amplia (Ledig 1988). M. T. Conkle analiza y discute el problema de cémo definir "zonas locales de
semilla” en su documento presentado en este volumen. Ademas de la posible reducciéon en productividad que resulta del uso de
fuentes de semilla no adaptadas, la contaminacion de recursos genéticos locales también puede ser un problema. La migracion de
polen de plantaciones no adaptadas hacia el bosque natural podria incidir negativamente sobre los recursos genéticos mediante
depresion exogamica. Independientemente de los limites que se utilicen para zonificar el movimiento de semilla, las fuentes de
abastecimiento de semilla se pueden proteger mediante la creacién de areas de produccién de semilla (figura 4). Las areas de
produccion de semilla también aumentan la eficiencia de la recoleccion de semilla y, si se seleccionan cuidadosamente, aseguran
que la fuente de semilla contenga arboles superiores al promedio de la poblacion.

Es importante reducir la autofecundacion y promover la polinizacion cruzada en las areas de produccion de semilla;
Basilio Bermejo y Glenn Furnier presentan en este volumen algunas de las técnicas utilizadas para cuantificar el sistema de
apareamiento y controlar el grado de autofecundacion. La genética de poblaciones tiene un papel importante en la seleccion y
manejo de areas de produccion de semilla.

En resumen, el uso de un manejo y unasilvicultura apropiada, es la clave para la conservacion de recursos genéticos en
el manejo forestal. De hecho, parte de lo que yo he discutido en parrafos anteriores se podria categorizar como conservacion

in situ.
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Figura 4. Area de produccion de semilla cerca de El Salto, Durango. Un rodal de arboles bien conformados de Pinus cooperi se aclareé para dejar los arboles

mejor conformados, de mayor crecimiento para estimular la producciéon de semilla y mejorar el acceso para la recoleccion de conos. Si se establecen suficientes

areas de produccion de semilla se asegurara un abasto de semilla local de arboles superiores al promedio de la poblacion.

-y - -
Conservacion in situ
Las medidas de conservacion que se discuten en este seminario pueden clasificarse como in situ y ex situ. In situ significa

"en el lugar” o "en la posicion natural” y ex situ significa "fuera de la posicion natural”. Los dos métodos tienen su papel y deberian

emplearse como partes integrales de una estrategia de conservacion.
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Los métodos in situ se asocian frecuentemente con reservas estrictas, por ejemplo, reservas que protegen el bosque de

cualquier uso extractivo. Si el manejo de los recursos genéticos es el objetivo, la conservacion in situ tiene la ventaja tedrica de
permitir el cambio evolutivo — una conservacion dinamica a diferencia de la situacion estatica en la mayoria de las aplicaciones
de métodos de conservacion ex situ. El disefio de un sistema de reservas (por ejemplo, numero, tamario, y distribucion de
reservas) debe tomar en cuenta las caracteristicas de la historia biolégica de las especies en cuestién, la estructura de sus
poblaciones, su biologia reproductiva, y su ecologia. Basilio Bermejo y Glenn Furnier describen estos temas, particularmente los
aspectos de genética de poblaciones, en sus documentos.

De hecho, las reservas estrictas, tales como los parques nacionales en los Estados Unidos, pueden tener un valor
limitado para la conservacion de recursos genéticos a menos de que sean lo suficientemente grandes. Muchas especies son
tipicas de etapas tempranas en la sucesion, forman rodales coetaneos, y no se reemplazan a si mismos, excepto como resultado
de perturbaciones catastroficas, por ejemplo, el caso de las especies de Populus. El término actual para la descripcion del proceso
migracion de especies en espacio y tiempo es "dinamica de manchones”. El manejo puede crear condiciones que reduzcan el
elemento de aleatoriedad y fomenten el reemplazo de especies deseadas. Por lo tanto, los bosques manejados pueden ser una
mejor alternativa de conservacion de recursos genéticos in situ que las reservas estrictas, aunque esto no significa que las reservas
estrictas no tienen su propio valor.

En California, C. I. Millar y R. W. Westfall trabajan con el grupo de bosques nacionales para establecer Unidades de
Manejo de Recursos Genéticos (UMRG's). En las UMRG's se permite la cosecha de madera, siempre y cuando se realice en una
forma que garantice la proteccion y perpetuacion de los recursos genéticos. El sistema silvicola de cortas de proteccion es un

método de regeneracion que permite la cosecha de madera y tiene efectos colaterales minimos sobre los recursos genéticos.

Conservacion ex situ

La conservacion ex situ puede hacerse de muchas formas, tales como bancos de germoplasma, archivos genéticos en
campo y almacenamiento de tejidos en instalaciones especiales. Los bancos de semilla son los conductos mas familiares para este
tipo de conservacion. Especies forestales como los pinos tienen semilla que puede almacenarse por periodos largos, quizas un
siglo, si se colectan en la etapa apropiada de maduracion, se maneja cuidadosamente, se seca a un contenido de humedad bajo
y se almacena a temperaturas bajas. El documento presentado por B. S. P. Wang y T. Beardmore menciona los bancos de semilla
en forma detallada.

Sin embargo, otros taxa tienen semilla que es recalcitrante y no se almacena bien en el mejor de los casos. Estas especies
pueden conservarse ex situ en archivos genéticos en el campo. Este tipo de bancos genéticos son simplemente plantaciones
para conservar procedencias, familias, o clones especificos. Los ensayos de procedencias y las pruebas de progenie tradicionales
pueden servir como archivos genéticos al mismo tiempo que como pruebas de evaluacion. Los archivos o bancos clonales, al
igual que los huertos semilleros, también funcionan como bancos genéticos de campo. El documento de Barry Jaquish aborda
esencialmente el manejo de estos bancos de germoplasma en campo.

Actualmente se estan desarrollando nuevas tecnologias para permitir el almacenamiento, a largo plazo, de tejidos,
como es el caso de cultivos de callos o células en suspension por periodos largos. Sin embargo, atin no se desarrollan las técnicas
para muchas especies y las instalaciones son relativamente complejas y caras comparadas con aquellas que se utilizan en el

almacenamiento de semilla.
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Evaluacion

El encerrar simplemente las semillas en un banco de germoplasma o establecer las reservas no es la meta final en la conservacion
de recursos genéticos. Eso seria algo similar a abastecer una biblioteca con libros pero sin crear nunca un catalogo de ellos o sin
permitir que los libros se tomen de los estantes y se lean. Si la informacion no se puede almacenar y recuperar, o si nadie sabe que
ésta existe, entonces el esfuerzo es practicamente inutil por mas que se proteja.

Los bancos de germoplasma de cultivos agricolas estan repletos de accesiones, algunas de las cuales deben duplicarse
entre si. El Laboratorio Nacional de Semilla de los Estados Unidos de América en Fort Collins, Colorado tiene mas de 46,000
accesiones de trigo unicamente; el Instituto Vavilov en Rusia tiene 63,000; y el Instituto Internacional de Investigaciones en
Arroz en las Filipinas tiene 83,000 accesiones de arroz (Chang 1989). Si existe la necesidad de localizar genes de resistencia para
una plaga nueva, la seleccién (esto es, la evaluacién) de estas colecciones gigantescas es un problema importante (Spagnoletti
y Qualset 1993). La silvicultura ha seguido un modelo diferente. En el area forestal generalmente hemos comenzado con la
evaluacion, tales como los ensayos de procedencias, y es hasta ahora cuando se siente la necesidad de iniciar actividades de
conservacion mas formales.

Las pruebas de procedencias y de progenie son ejemplos de lo que ahora se conoce también como estudios de ambiente
uniforme o de ambiente comun. En la practica, nosotros hacemos el ambiente tan uniforme como sea posible por medio de
practicas de cultivo y luego acomodamos las procedencias o progenies de acuerdo con un disefio experimental aleatorizado. En
este caso se busca eliminar la posibilidad de que el ambiente ocasione sesgos en la estimacion de diferencias entre procedencias.
El objetivo consiste en promediar a cero cualquier variacion ambiental que no pueda controlarse; entonces, por convencion, las
diferencias restantes son de origen genético. El disefo de las pruebas de procedencias y progenies demanda tanto experiencia
estadistica como practica.

Cuando los ensayos se repiten en varios sitios de plantacion, la informacion se aumenta al maximo. Por ejemplo, Csaba
Matyas y Jay Kitzmiller analizaron una serie de ensayos de Pinus ponderosa en California y desarrollaron una imagen completa
del desempefio de las procedencias en todo un gradiente altitudinal y latitudinal en la Sierra Nevada (figura 5). Esto se llama la
"norma de reaccion”.

El documento de Jests Vargas describe el diseno y analisis de este tipo de pruebas. Un punto importante a recordar es
que estas pruebas, si se mantienen y protegen adecuadamente son en si mismas un mecanismo para la conservacion ex situ de
los recursos genéticos. Ellas pueden ser un medio para almacenar germoplasma durante un siglo o mas, y en algunos casos estos
ensayos son el (inico método de conservacion ex situ actualmente disponible.

Ademas de los ensayos clasicos de procedencias y progenies, las técnicas fisiologicas y moleculares desarrolladas
recientemente también contribuyen a nuestra capacidad paraevaluarla variacion genética. Realmente, los marcadores moleculares,
tales como isoenzimas, polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP'S), ADN polimérfico amplificado al
azar (RAPDS), o las secuencias de ADN proporcionan medios para caracterizar el germoplasma, mas que para evaluarlo. Yo sefialo
caracterizarlo mas bien que evaluarlo, porque comiinmente no sabemos el valor o el papel de estos marcadores en relacion con
caracteristicas tales como velocidad de crecimiento y adaptabilidad de los arboles. No obstante, estos marcadores son valiosos

en distinguir procedencias, progenies, e incluso individuos, y en proporcionar conocimiento sobre la historia evolutiva reciente.

ConsERVACION Y MANEJO DE REcursos GENETICOs ForesTaLes | 17



Figura 5. La altura de fuentes de semilla de Pinus ponderosa a los 12 aiios de edad en la Sierra Nevada de California depende de la diferencia entre la

temperatura anual promedio en el sitio de plantacién y en el sitio de origen de la semilla (Tempsitio de plantacién - Tempsitio de origen), ilustrada en esta
figura para un indice de sitio de 525 cm. La relacion es analoga a una "norma de reaccion” para la especie, y se puede aplicar en gradientes latitudinales o
altitudinales, o en la escala de variacién de micrositios locales para calcular la pérdida en crecimiento asociada con el traslado de semilla (C. Matyas y J. H.

Kitzmiller, analisis inédito).

Los estudios fisioldgicos son valiosos para evaluar germoplasma en relacion con factores como resistencia a la
contaminacion, resistencia a plagas y enfermedades, tolerancia a sequia y a bajas temperaturas, tolerancia a la inundacion y
muchos otros factores. El documento de K. H. Johnsen y J. E. Major en este volumen discute el papel de estudios ecofisiolégicos
en la evaluacion de germoplasma.

La evaluacion en si misma crea otro problema, porque genera una gran cantidad de datos rapidamente. Las mediciones
de altura, diametro, fenologia, floracion, forma del tronco y otras caracteristicas se deben almacenar en una forma facilmente
recuperable y capaz de analisis o reanalisis conforme aparecen nuevas preguntas o se generan otras técnicas estadisticas
disponibles. Pero también deben almacenarse otros datos: los que tienen el origen y la paternidad de los arboles en la prueba, de
la ubicacion del germoplasma entre y dentro de sitios de prueba, y de otros factores que Jay Kitzmiller describe en su escrito en
este volumen. Obviamente, es necesario analizar cuidadosamente qué tipo de informacion se debe almacenar y como se utilizara
dicha informacion, pero es dificil prever todo. La mejor decision consiste en almacenar tanta informacion como sea posible en un

formato flexible.
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Utilizacion de recursos genéticos

El valor de los recursos genéticos se mide por el grado en que se usan. La mayoria de la gente piensa en el "uso" desde el punto
de vista de cantidades medibles, como volumen de madera y toneladas de pulpa. Yo creo que la diversidad genética tiene valores
filosoficos también, y que estos valores se pueden discutir desde el punto de vista de beneficios emocionales e intelectuales.
Algunos conservacionistas incluso insistirian en que la diversidad tiene valores que no dependen para nada de un punto de
vista antropogénico. Pero nuestro propdsito en este seminario-taller es hablar de valores econémicos basicos; esto es, valores
relacionados con el aumento en el nivel de vida en una manera sustentable.

Asi, el germoplasma en un banco de semillas o banco clonal tiene valor potencial, pero este valor se materializa
Unicamente cuando estos materiales se ponen en un uso productivo. Para hacer esto, los recursos genéticos algunas veces deben
recombinarse en paquetes nuevos, y en todos los casos deben multiplicarse. Los bancos de germoplasma para la conservacion
de recursos genéticos nunca podran almacenar el material suficiente para satisfacer todas las necesidades potenciales. Ese no
es su proposito. De hecho, esperamos que las colectas del niicleo de conservacion nunca se necesiten. Pero cuando es necesario
regresar a nuestras colecciones de germoplasma, las semillas deben germinarse y cultivarse en viveros para producir plantulas, o
se deben cosechar las semillas de bancos genéticos en el campo, o se deben propagar vegetativamente los clones por medio de
enraizado de estacas.

La micropropagacion ha extendido nuestra capacidad de multiplicar vegetativamente especies lefiosas. La propagacion
vegetativa ofrece algunas ventajas que la propagacién por semilla no tiene (Libby y Rauter 1984). Un individuo particularmente
valioso (un genotipo) puede multiplicarse directamente por propagacién vegetativa, mientras que la reproduccién sexual produce
un conjunto de progenie que se parecera a los padres pero, en general, retrocedera hacia la media de la poblacion. El documento
de Maria Magallanes aborda las técnicas de propagacion clonal que abren posibilidades completamente nuevas para el uso de
germoplasma forestal.

Por ahora, sin embargo, muchos de nuestros materiales seleccionados se propagaran por semilla. La calidad genética
de esta semilla es importante y de hecho es el tema principal de este seminario-taller. Sin embargo, no podemos descuidar la
influencia del ambiente al momento de utilizar los recursos genéticos forestales. En el pasado, los recursos genéticos forestales
se han utilizado en una forma incorrecta. Un arbol es el resultado de una interaccion entre el genotipo y el ambiente, un tema
que se discute en el documento de Jim Jenkinson en este volumen. El Dr. Jenkinson recibio el prestigioso Premio Honorifico
del U.S.D.A. y el Premio Francis H. Raymond por su trabajo sobre métodos 6ptimos de siembra, produccion y extraccion de
planta por fuente de semilla y fechas de plantacion adecuadas, como componentes clave del éxito en el establecimiento de
plantaciones. Su trabajo condujo a ahorros de varios millones de ddlares tan sélo en California. Su documento sobre la produccion
de planta en vivero es la culminacion de por lo menos dos décadas de experiencia. Considerados en forma conjunta, todos
estos documentos constituyen un libro sobre el manejo de recursos genéticos. Si se aplican correctamente, deben facilitar al
lector definir la estrategia mas adecuada y util para conservar y usar la riqueza de recursos genéticos forestales de México para

satisfacer sus esfuerzos de reforestacion a largo plazo.
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Resumen

La informacion sobre los niveles y patrones de variacion genética es importante para la conservacion y el manejo de los
recursos genéticos. Existe una variedad de métodos para medir la variacion genética en plantas, desde medidas de la morfologia
hasta marcadores genéticos moleculares, y cada método tiene ventajas y desventajas. Los métodos frecuentemente no nos dan
resultados concordantes porque los patrones de la variacion para marcadores moleculares generalmente estan mas influidos por
la deriva génica y el flujo génico, y los caracteres morfolégicos estan mas influidos por la seleccion natural. Cada caracter puede
darnos informacion distinta con respecto a la conservacion y el manejo de los recursos genéticos, por lo que la mejor estrategia

es usar varios métodos.
Importancia de la variacion genética

La biodiversidad del mundo es un producto de millones de anos de evolucion y las fuerzas evolutivas que nos han
conducido al estado actual siguen operando y crearan la biodiversidad del futuro (o su ausencia). La biodiversidad esta compuesta
de los recursos genéticos del mundo y para manejarlos efectivamente tenemos que poder medir sus niveles y patrones de variacion
(Frankel 1983; Frankel et al. 1995). La mayor parte de la gente piensa que la biodiversidad es el nimero de especies (riqueza de
especies) en un area, lo cual ciertamente es un componente muy importante de la variacién, pero hay otros también. Una gran
cantidad de la variacion genética reside dentro de especies, entre y dentro de poblaciones. Los procesos evolutivos que moldean
la variacion dentro de especies son los mismos que crean la diversidad entre especies.

Los niveles de variacion genética dentro de especies y poblaciones nos interesan en el manejo de recursos genéticos,
porque la variacion sirve como materia prima de la evolucion y esta relacionada con la habilidad de las poblaciones para adaptarse
a cambios ambientales (Fisher 1930). Los patrones de variacién dentro de especies nos interesan, ya que determinan la manera
en que explotamos y conservamos estos recursos. Si hay pocas diferencias entre poblaciones, la pérdida de cualquier poblacion no
es tan grave debido a que no perdemos una unidad tinica genéticamente. Por otra parte, si las poblaciones son muy diferenciadas,
cada una representa un recurso unico y tendremos que mantener mas poblaciones en programas de conservacion y mejoramiento,

algo que nos costara mas.
Terminologia genética

Empecemos con algunas definiciones de la terminologia genética. Una poblacion es un grupo de individuos que pueden
entrecruzarse libremente. Es muy facil definirla teéricamente, pero es muy dificil hacerlo en el campo porque normalmente no
tenemos conocimiento de los patrones de apareamiento en la naturaleza. Un gen es un segmento de ADN que lleva la informacion
necesaria para producir una proteina (y en unos casos ARN), la materia de que estan construidos los organismos. Un alelo es

la secuencia particular presente en un gen. Por ejemplo, hay alelos de genes en muchas plantas que codifican para resistencia a
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plagas o su forma alternativa, susceptibilidad. En un organismo, la suma de todos los genes es su genotipo y la apariencia fisica

es su fenotipo, que esta controlado por el genotipo y los efectos del ambiente. Por ejemplo, algunos genotipos producen una tasa
de crecimiento alta y otros una tasa baja, pero si plantamos el genotipo de crecimiento rapido en un ambiente pobre con poca
agua y pocos nutrientes, no va a crecer rapidamente.

La mayor parte de las plantas son diploides, lo que quiere decir que tienen dos copias de cada gen, una de la madre y otra
del padre. Si los alelos recibidos de los padres son iguales, el gen se llama homacigo v si son diferentes, se llama heterdcigo. Los
alelos de un heterécigo pueden interactuar de varias maneras. En algunos casos, el heterdcigo tiene una morfologia intermedia
entre los dos homocigos. Puede ocurrir que una plantula sea homocigdtica para un alelo no funcional. Si ese alelo produce
una proteina esencial en la biosintesis de clorofila, la plantula va a ser albina (y morird poco después de la germinacién), el
homocigético alternativo sera verde (normal) y el heterocigético sera amarillo. En otros casos, un alelo es dominante sobre otro
(el recesivo). El albinismo demuestra este tipo de interaccién entre alelos en otras especies, en que un homdcigo es albino, el
otro verde y el heterdcigo también es verde. Esto ocurre porque sélo una copia del alelo funcional es suficiente para producir una

plantula normal.

Las fuerzas evolutivas

Medir e interpretar los niveles y patrones de variacion genética necesita un entendimiento de las fuerzas evolutivas que
moldean la variacién (Hartl y Clark 1989; Molina 1992). La primera fuerza evolutiva es la mutacién, que un cambio heredable
en el ADN. Las mutaciones ocurren con una frecuencia baja, por lo cual es una fuerza relativamente poco cosiderable en el corto
plazo. Sin embargo, en el largo plazo es una fuerza muy importante porque es la fuente de toda variacion genética.

La seleccion es la fuerza mas conocida y es simplemente la reproduccion diferencial de genotipos diferentes. Los
genotipos con mayor adecuacion son los que producen mas progenie, pasando mas copias de sus genes a las generaciones
posteriores. Asi las frecuencias de sus alelos aumentan en la poblacion y las de otros con menor adecuacion disminuyen. La
seleccion puede diferenciar u homogeneizar poblaciones, dependiendo de la naturaleza del ambiente. Si las poblaciones se
encuentran en ambientes diferentes, van a diferenciarse, y si estan en ambientes muy parecidos, la seleccion puede actuar para
homogeneizarlas.

El flujo génico (migracion) es el movimiento de alelos de una poblacién a otra. En plantas, éste ocurre por medio del
movimiento de polen y semillas entre poblaciones. El efecto de flujo génico es hacer las dos poblaciones mas parecidas. El flujo
génico también puede ocurrir entre especies por medio de hibridacion, seguido por cruzas entre el hibrido y una o ambas de las
especies paternas (introgresion).

La deriva génica es un proceso aleatorio que es particularmente importante en poblaciones pequenas. Consideremos
una botella grande llena de canicas, la mitad rojas y la otra mitad blancas. No nos sorprenderia si escogiéramos 100 canicas y
50, 53 o atn 60 fueran rojas. Por otra parte, si hubiéramos escogido O o 100 canicas rojas, estariamos muy sorprendidos o
sospechariamos que no escogimos las canicas al azar. Ahora, si escogiéramos solo cinco canicas de la botella y obtuviéramos
cero o cinco canicas rojas, no nos sorprenderia mucho. En muestras pequefias, los procesos aleatorios tienen un efecto mucho
mas fuerte. El proceso de reproduccion de los organismos vivos es muy parecido al ejemplo de la botella con canicas. En cada
generacion muestreamos alelos del pozo de todos los alelos para constituir la proxima generacion. Si tomamos una muestra
pequeia, la proxima generacion puede ser muy diferente de la anterior, debido a los procesos aleatorios. En el caso extremo, la
poblacion puede perder un alelo v asi la deriva génica puede causar la pérdida de variacion genética. Debido a que la deriva es un

proceso aleatorio, el resultado no es el mismo en cada poblacion y asi puede causar la diferenciacion entre poblaciones.
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Otro ejemplo de deriva génica es el efecto fundador. Si una nueva poblacion esta fundada por pocos individuos v,

debido a los procesos aleatorios, estos fundadores no son representativos de la poblacion de donde vienen, entonces la nueva
poblacion que fundan sera diferente de la poblacion original. Estas diferencias se mantendran a menos que estén cambiadas por
la evolucion.

El sistema de entrecruzamiento es otra fuerza importante. No cambia las frecuencias alélicas, pero la recombinacion
durante el ciclo sexual puede generar una gran cantidad de variacion al crear nuevas combinaciones de alelos en los individuos. Por
ejemplo, con sélo diez genes y dos alelos por gen, el niimero posible de genotipos es 59049. La endogamia es el entrecruzamiento
entre individuos relacionados y disminuye mucho el gran poder de recombinacion. En muchas especies que normalmente practican
entrecruzamiento, la endogamia puede causar la pérdida de vigor (depresién endogamica) (Hartl y Clark 1989). La mayoria de
los individuos normalmente tienen algunos alelos recesivos deletéreos, pero estos alelos no tienen ningtin efecto porque los
individuos son heterocigéticos a estos genes. Sin embargo, la endogamia aumenta la frecuencia de homacigos y asi produce
mas individuos con dos copias de un alelo recesivo deletéreo. Esto puede ser un problema, particularmente en poblaciones
pequeiias donde es menos probable encontrar una pareja no relacionada. Sin embargo, hay muchas especies de plantas que se
reproducen exclusivamente por autofertilizacion, la forma mas extrema de endogamia, sin ninguna pérdida aparente de vigor.
Esto probablemente es el resultado de una larga historia de seleccion que ha eliminado la gran parte de los alelos recesivos

deletéreos de la especie.
Variacion morfologica

Cuando observamos una planta, vemos su fenotipo, que es el resultado de la interaccion entre genotipo y ambiente.
Este mismo genotipo puede producir fenotipos diferentes cuando se encuentra en ambientes distintos (por ejemplo, un sitio rico
en nutrientes contra uno pobre en nutrientes). Por eso, cuando vemos dos individuos de la misma especie que se encuentran en
dos sitios distintos, es dificil decir qué tan diferentes son genéticamente porque esto esta confundido con diferencias ambientales
entre los sitios. Esto puede ocurrir aiin dentro de un sitio donde hay diferencias microambientales muy sutiles. La variacion
que vemos entre poblaciones es debida en parte a diferencias genéticas y en parte a diferencias ambientales. Normalmente no
sabemos las contribuciones relativas de los dos factores y esto es el gran reto que nos enfrenta en nuestro intento de medir los
niveles y patrones de variacion genética.

La manera mas facil de medir los niveles y patrones de variacion genética es medir directamente la morfologia en el
campo. Simplemente medimos uno o mas caracteres en el campo y analizamos la variacién. Este método es relativamente
barato, rapido y sencillo, pero sufre del problema mencionado anteriormente, de que la variacion genética esta confundida con la
variacion ambiental. Sin embargo, hay algunos caracteres que son poco afectados por el ambiente. Un ejemplo es el color de las
flores en muchas especies, en las cuales un genotipo va a producir flores de un cierto color insensible a su ambiente. En este caso,
podemos medir directamente en el campo los niveles y patrones de variacion genética. Desafortunadamente, hay relativamente
pocos caracteres con herencia sencilla y poco afectados por el ambiente.

Muchos caracteres de gran importancia adaptativa, como tasas de crecimiento o reproduccion, estan afectados
fuertemente por el ambiente. Es mucho mas dificil medir variacion genética de estos caracteres porque no podemos simplemente
medir el caracter en el campo con la confianza de que estamos midiendo solamente la variacion genética. Una opcion que
tenemos es plantar genotipos diferentes (por medio de semillas o propagulos vegetativos) en un solo sitio con un ambiente
uniforme. Asi, todos los genotipos experimentan el mismo ambiente y cualquier diferencia que vemos entre las plantas se debe
solo a diferencias genéticas. Tales estudios de jardin comtin nos han revelado mucha informacion sobre los niveles y patrones de

variacion genética en las plantas.
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Un ejemplo de un estudio de jardin comun es el trabajo reciente de Rehfeldt (1993) sobre patrones de variacion

genética en Pinus ponderosa, P. arizonica y P. engelmanii en Arizona y Nuevo México y el sur de los estados de Colorado y Utah.
Rehfeldt colect semillas de diez arboles de cada una de las 97 poblaciones (95 de P. ponderosa y una de cada una de las otras
especies). Las semillas fueron sembradas y las plantulas crecidas hasta los cuatro afios en jardines comunes en tres sitios distintos.
Midi6 una variedad de caracteres, incluyendo altura, diametro y mortalidad en cada ano, las fechas de comienzo y terminacion
del crecimiento, el largo y ancho de las hojas y el color del tallo. En un analisis de varianza, observo diferenciacion significativa
entre poblaciones para 27 de los 28 caracteres analizados. Para diez caracteres, diferencias entre poblaciones representaron mas
de 40 por ciento de la variacion total (72 por ciento para un caracter). Las regresiones demostraron una relacidn significativa
entre varios de estos caracteres y variables ambientales, como latitud, longitud y altitud de los sitios donde colectd las semillas.
Estas relaciones sugieren que la seleccion tiene un papel muy importante en determinar los patrones de variacion genética de P.

ponderosa en esta region. También encontrd evidencia para introgresion entre P. ponderosa y P. arizonica en una poblacion.
yo -
Marcadores genéticos moleculares

En los tltimos 25 afios han ocurrido muchos desarrollos nuevos en la biologia molecular, y muchos de ellos han sido muy
Utiles para gente que trabaja en genética poblacional, evolucién, biologia de la conservacién y mejoramiento de plantas (Avise
1994; Clegg 1989; Schaal et al. 1991). Estos avances nos permiten medir directamente la variacién al nivel de proteinas y de
ADN. Las “huellas digitales” del ADN probablemente es el método mas conocido por el publico, pero hay otros también.

Las isoenzimas son los marcadores moleculares mas usados (Wendel y Weeden 1989). Uno simplemente colecta el
tejido de la planta de interés, lo muele en un buffer, pone el extracto en un gel (de almidén, poliacrilamida o acetato de celulosa)
y aplica una corriente eléctrica al gel. Las proteinas migran por el gel a tasas diferentes, segtin sus tamarios y cargas. Después
uno puede tefiir el gel con una tincién especifica para una proteina y ver las diferencias entre individuos en la tasa de migracion
de esa proteina. Las diferencias observadas se deben a diferencias en la secuencia de aminoacidos de las proteinas, que tienen su
raiz en diferencias en las secuencias del ADN. Estas diferencias en tasas de migracion de las proteinas raramente estan afectadas
por el ambiente del sitio en donde las plantas estan colectadas. Asi podemos medir directamente la variacién genética sin tener
que plantar un jardin comun.

Mas recientemente ha habido un desarrollo de métodos que nos permiten observar directamente diferencias entre
plantas al nivel del ADN, lo cual nos ha dado la oportunidad de ver la variacion en su origen (Avise 1994; Clegg 1989; Schaal
et al. 1991). Estos analisis incluyen analisis de la variacién en la longitud de fragmentos de restriccién del ADN (RFLP por sus
siglas en inglés, “Restriction Fragment Length Polymorphism") y variacién en fragmentos de ADN amplificados al azar (RAPD
por sus siglas en inglés, “Randomly Amplified Polymorphic DNA"). Estos métodos involucran la extraccion del ADN de la planta,
su tratamiento con enzimas y la separacion de los fragmentos de ADN por tamano en un gel. Debido al hecho que medimos
directamente variacion al nivel del ADN, no nos preocupan los efectos del ambiente.

Hay muchos modelos evolutivos que consideran datos de genes individuales (Avise 1994; Hartl y Clark 1989; Molina
Galan 1992; Weir 1990) y marcadores genéticos moleculares y caracteres morfoldgicos con herencia sencilla (por ejemplo,
color de la flor) proveen este tipo de informacién. Es mucho mas dificil analizar datos cuantitativos (por ejemplo, altura) con
estos modelos porque normalmente no sabemos el niumero de genes que controlan estos caracteres y por eso no podemos
especificar precisamente el genotipo. Marcadores con herencia sencilla y sin dominancia (por ejemplo, isoenzimas, RFLP y

algunos marcadores moleculares) también nos permiten estimar los niveles de endogamia en poblaciones naturales.
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Estimamos mejor los niveles y patrones de variacion genética cuando muestreamos mas caracteres. El niumero de

caracteres morfoldgicos con herencia sencilla que no son afectados por el ambiente es relativamente pequeno. Por otra parte,
normalmente es posible muestrear 10-35 isoenzimas y dicho nimero esta limitado principalmente por la cantidad de enzimas
para las cuales tenemos tinciones. El nimero de marcadores de ADN disponible es mucho mayor, siendo sdlo limitado por el
tiempo y dinero que tiene el investigador. Esta ventaja tiene un costo mayor en dinero y tiempo, pero el rapido desarrollo de las
técnicas en biologia molecular podria eliminar este problema.

Los marcadores genéticos moleculares generalmente no estan muy afectados por la seleccion. De vez en cuando
encontramos un marcador molecular con una gran importancia adaptativa, como una mutacién que elimina la funciéon de una
enzima necesaria, pero en la gran mayoria de los casos hay muy poca diferencia en la adecuacion entre los alelos alternativos. Por
eso, los marcadores genéticos moleculares generalmente no demuestran una fuerte asociacion con las variables del ambiente del
sitio donde las plantas fueron colectadas. Como no estan muy influidos por la seleccion, estos marcadores son particularmente
utiles para revelar los efectos de flujo génico y deriva génica. Si la diferenciacion entre poblaciones ocurre principalmente debido
a deriva génica y/o falta de flujo génico, es probable que lo vayamos a detectar con marcadores genéticos moleculares. Por otra
parte, si la diferenciacion entre poblaciones ocurre principalmente debido a la seleccion basada en diferencias ambientales entre

los sitios, es poco probable que vayamos a ver mucha diferenciacion con marcadores genéticos moleculares.
-y 1 4
Comparacion entre métodos

Los distintos métodos varian en el tiempo y dinero requerido y en la calidad de los datos. Podemos colectar datos
morfoldgicos en el campo sin la necesidad de tener equipo caro o gente con mucha formacion técnica, pero el nimero de
caracteres que podemos muestrear genéticamente es limitado. Los estudios de jardin comiin tampoco requieren equipo caro y no
es dificil colectar los datos, pero si requieren el espacio y tiempo para crecer las plantas hasta que podamos medirlas. Los arboles
son grandes y tienen vidas largas y por eso estudios de jardin comin son mucho mas caros. Uno también necesita semillas o
propagulos vegetativos para estudios de jardin comun, algo que puede ser dificil para algunas especies porque producen semillas
infrecuentemente y no pueden ser propagadas vegetativamente. Sin embargo, estos estudios pueden darnos informacion muy
valiosa sobre los patrones de variacion adaptativa.

Obtener datos moleculares requiere equipo y reactivos mas caros y técnicos bien formados, sin embargo, podemos
colectar estos datos rapidamente (por ejemplo, sélo un dia para isoenzimas). Estos métodos no requieren la habilidad de propagar
las plantas, solo tenemos que colectar tejido. Los datos pueden darnos informacion muy valiosa con respecto a niveles de flujo
génico, deriva génica y endogamia, sin embargo, en muchos casos no nos revelan patrones de variacion adaptativa.

No debemos esperar los mismos patrones de variacion para cada caracter porque las fuerzas evolutivas actian
diferentemente entre caracteres (Endler 1986). En algunos casos vemos diferencias entre los niveles y patrones de variacion
morfoldgica e isoenzimatica y en otros casos no (Hamrick 1989; Price et al. 1984). Las diferencias son menos pronunciadas en
plantas que se autofertilizan porque la endogamia tiende a mantener ligamiento genético (asociaciones) entre caracteres y asi
el genotipo de un marcador molecular puede estar asociado con el genotipo de los genes que controlan un caracter morfoldgico
(Brown y Burdon 1987; Hamrick et al. 1991; Price et al. 1984). Consideremos algunos ejemplos de comparaciones entre datos
morfologicos e isoenzimaticos de especies arboreas con altas tasas de entrecruzamiento.

Hay varios estudios sobre la variacion genética en Pseudotsuga menziesii en una region de aproximadamente 200
kildbmetros por 200 kilémetros en el suroeste de Oregon, E.U.A. Es una zona muy montafiosa con una gran variacion en
temperatura, precipitacion y duracion de la temporada de crecimiento, debido a los gradientes de altitud, latitud y distancia del

Océano Pacifico. Estudios de jardin comin muestran diferencias genéticas muy significativas entre poblaciones en esta region
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para tamanio de semilla, tasa de germinacion, tasa de crecimiento, fenologia y el cociente tallo/raiz (Campbell 1986, 1991;

Sorensen 1983). Esta variacidn genética esta correlacionada con variables ambientales. Sin embargo, menos de 1 por ciento de
la variacion isoenzimatica es debida a diferencias entre poblaciones, y esta poca diferenciacion no muestra ninguna correlacion
con variables ambientales ni con distancia entre poblaciones (Merkle y Adams 1987).

Otros estudios también han encontrado diferencias marcadas entre datos morfoldgicos e isoenzimaticos. Por ejemplo
un analisis mostro que en 22 poblaciones de Picea glauca, sélo 3.8 por ciento de la variacion isoenzimatica fue atribuible a
diferencias entre poblaciones, y el resto represento variacion entre arboles dentro de poblaciones. Por otra parte, diferencias
entre poblaciones representaron 48 por ciento de la variacién en altura a los nueve afios en un jardin com(n (Furnier et al. 1991).
Asimismo en un estudio sobre toda la distribucion geografica de Pinus contorta, diferencias entre poblaciones representaron 6
por ciento de la variacién isoenzimatica y 38 por ciento de la variacién morfoldgica (Wheeler y Guries 1982). Lund et al. (1992)
no encontraron diferencias significativas en frecuencias alélicas de isoenzimas entre nueve poblaciones de Populus tremuloides
en Minesota, E.U.A. En la misma region, esta especie demuestra diferencias muy significativas entre poblaciones para la tasa de
crecimiento (Anderson et al. 1990).

Es bastante facil explicar la falta de concordancia entre los patrones de variacion morfoldgica e isoenzimatica. Caracteres
como el tamario de semilla, la tasa de crecimiento, las fechas de inicio y término del crecimiento vegetativo y el cociente tallo/raiz
pueden afectar fuertemente la supervivencia y éxito reproductivo. Por eso, esto caracteres son de alta importancia adaptativa y
probablemente estan muy afectados por seleccion. En contraste, la seleccion casi no tiene un efecto diferencial entre los distintos
alelos isoenzimaticos, que quiere decir que la sustitucién de un alelo por otro no (o casi no) afecta la adecuacién de la planta. Asi,
las fuerzas evolutivas probablemente estan actuando de maneras distintas sobre los distintos caracteres. La poca diferenciacion
inter-especifica para isoenzimas probablemente refleja niveles significativos de flujo génico entre poblaciones, algo esperado en
arboles con polen dispersado por viento. A pesar de este flujo génico, la seleccion esta diferenciando las poblaciones con respecto
a caracteres morfoldgicos de importancia adaptativa.

La falta de concordancia entre los patrones de variacion morfoldgica e isoenzimatica no implica que una u otra es mejor.
Ambos nos dan informacion util. En los ejemplos previamente presentados, los datos isoenzimaticos nos dicen que hay niveles
significativos de flujo génico entre poblaciones, algo que no queda muy claro en los datos morfoldgicos. Los datos morfologicos
nos dan informacion valiosa sobre la adaptacion local, algo que no detectamos en los analisis isoenzimaticos.

Los marcadores de ADN apenas comienzan a ser usados como herramienta de la genética poblacional y por eso hay
relativamente pocos estudios que directamente comparen estimaciones de variacion genética obtenidas con ellos e isoenzimas.
Estos estudios nos han dado resultados variables, con estimaciones de variacidn obtenidas con isoenzimas menores (Liu y
Furnier 1993; McGrath y Queiros 1992; Messmer et al. 1991), iguales (Chase et al. 1991; Liu y Furnier 1993) o mayores
(Brubaker y Wendel 1993) que las de RFLP. Liu y Furnier (1993) encontraron niveles de variacién relativamente similares para
isoenzimas, RFLP y RAPD en Populus tremuloides, pero niveles mucho mas altos para RAPD en Populus grandidentata. Estos

resultados sugieren cautela en la comparacion de estimaciones obtenidas para especies diferentes con marcadores diferentes.
Implicaciones para el manejo de recursos genéticos

Muchas especies arboreas son de importancia porque tienen un valor econémico, o son necesarias para la supervivencia
de otras especies o su conservacion frenaria el desarrollo econémico. En estos casos quiza tendremos los recursos econémicos para
analizarlas genéticamente, pero nunca tendremos suficientes recursos para medir los niveles y patrones de variacion genética en
todas las especies. Por esto es importante sintetizar los datos existentes para ver lo que podemos inferir con respecto a especies

para las cuales no tenemos datos genéticos.
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Hamrick y sus colegas (Hamrick y Godt 1989; Hamrick et al. 1991) han demostrado una correlacién significativa

entre los niveles y patrones de variacion isoenzimatica y una variedad de caracteristicas de las especies, incluyendo estatus
taxondmico, distribucion, forma de vida, modo de reproduccion, sistema de apareamiento, modo de dispersion de semillas y
estatus sucesional. Estas relaciones nos dan la habilidad de predecir, pero todavia tenemos que proceder con cuidado porque
también encontraron mucha variacion no explicada por esas caracteristicas.

Es bastante peligroso formular estrategias de manejo basadas en informacion incompleta, pero a veces tenemos que
hacerlo. En los ejemplos previamente presentados, si hubiéramos usado sélo los datos isoenzimaticos, podriamos haber concluido
que habia poca diferenciacion entre poblaciones y es por eso que podriamos conservar la mayor parte de la variacion genética
en cada especie con una muestra de pocas poblaciones. Sin embargo, los datos morfoldgicos nos muestran que eso seria un gran
error, porque hay mucha diferenciacion adaptativa entre las poblaciones. La mejor opcién para medir los niveles y patrones de

variacion genética es el uso de una combinacion de métodos.
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Introduccion

Las técnicas de isoenzimas proveen una metodologia rapida para determinar la variacion genética en un amplio rango
de especies de plantas y animales (Avise 1975; Gottlieb 1977; Soltis et al. 1983; Weeden y Wendel 1989). Los estudios sobre
polimorfismos de proteinas en arboles forestales han incrementado grandemente durante la ultima década, y el nimero de
especies estudiadas, especialmente coniferas, alcanzan un ndimero mayor de 100 (Adams 1983; Mitton 1983; Muona 1990).

Los estudios de isoenzimas en arboles forestales han incluido principalmente comparaciones de la variabilidad genética
dentro y entre poblaciones a través de grandes distancias geograficas (Yeh y El-Kassaby 1980; Wheeler y Guries 1982; Furnier
y Adams 1986; Merkle y Adams 1987; Li y Adams 1988), comparaciones de la estructura genética entre especies (Guries y
Ledig 1982; Wheeler et al. 1983; Boyle y Morgenstern 1987), y la determinacién de la subestructura de la poblacién a través
de distancias microespaciales (Guries y Ledig 1977; Yeh y O'Malley 1980; Linhart et al. 1981; Ledig y Conkle 1983).

Estimaciones de los niveles de variacion

Las isoenzimas son los marcadores utilizados mas frecuentemente para estimar los niveles de variacion dentro de las
poblaciones. Los pardmetros mas comiunmente utilizados para evaluar la variacion intrapoblacional son el porcentaje de loci
polimodrficos, el nimero de alelos por locus, el niimero efectivo de alelos por locus, y la proporcion media de loci heterocigotos
por individuo. Este tltimo parametro es la media esperada de heterocigocidad, suponiendo equilibrio de Hardy-Weinberg. Otros
estadisticos que algunas veces son también utilizados son el nimero de alelos por locus polimérfico, la proporcion observada de
loci heterocigotos por individuo, y una medida de diversidad genética.

Los niveles de variacion aloenzimatica intrapoblacional han sido sujetos de varios tratados por diversos cientificos
(Brown 1979; Hamrick et al. 1979; Gottlieb 1981). Aunque cada uno de estos autores utilizé diferentes criterios en sus estudios,
las conclusiones generales son similares; estableciendo que las especies de plantas, por lo general, mantienen relativamente las
cantidades mas altas de variacion aloenzimatica dentro de poblaciones. En su revision de mas de 100 especies, Hamrick et al.
(1979) encontraron que, en promedio, las especies de plantas tienen 37 por ciento de sus loci polimérficos, 1.69 alelos por locus
y una media de heterocigocidad por individuo de 0.141.

Los mismos autores sefialan que la considerable heterogeneidad entre especies ocurre también en los niveles de variacion
dentro de la poblacién. Por otra parte, mencionan que esta variacion se encuentra asociada a diversas caracteristicas del ciclo
de vida y ecolégicas de las especies (cuadro 1). Por lo anterior, especies que tienen una amplia dispersién, una alta longevidad,
principalmente por polinizacion cruzada por el viento, altas fecundidades y que se encuentran en estados tardios de la sucesion
vegetal mantienen por lo general mayores niveles de variacion intrapoblacional que las especies que tienen otras combinaciones

de caracteristicas.
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Cuadro 1. Relaciones entre las caracteristicas del ciclo de vida y la variacion genética detectable electroforéticamente dentro de las poblaciones de plantas

(tomado de Hamrick et al. 1979).

Altos niveles de variacion Bajos niveles de variacion
Gimnospermas Dicotileddneas
Distribucion regional Endémicas
Perennes alta longevidad Bianuales
Principalmente de polinizacion cruzada Principalmente autopolinizadas
Polinizadas por el viento Autopolinizacion
Alta fecundidad Moderada a baja fecundidad
Alto niimero de cromosomas Bajo niimero de cromosomas
Estados tardios de sucesion vegetal Estados tempranos de sucesion vegetal

Otra de las principales tendencias encontradas en estos estudios es que las especies de arboles mantienen una mayor
cantidad de variacion dentro de las poblaciones que las especies de plantas herbaceas. En la actualidad, aunque los estudios de
aloenzimas en especies de arboles todavia no son muy numerosos en comparacion a otras especies de plantas, estos principios
alin se mantienen vigentes. El cuadro 2 compara los niveles de variacion aloenzimatica en 16 especies de arboles tropicales
(Hamrick y Loveless 1989) con aquellos encontrados en especies de coniferas y plantas herbaceas de angiospermas (Hamrick et
al. 1979; Hamrick et al. 1981). Estas especies de arboles tropicales presentan un amplio arreglo de polinizacién y mecanismos
de dispersion de semillas, los cuales mantienen también mucha variacion aloenzimatica como las coniferas. Por lo tanto, esto
apoya nuevamente la conclusion de que las especies de plantas lefiosas mantienen en general mayor variacion dentro de sus

poblaciones que las especies de plantas herbaceas.

Cuadro 2. Variacion aloenzimatica dentro de poblaciones en varios grupos de plantas.

Grupo No. de Taxa Loci poli-morficos No. de Heterocigo-cidad Fuente
(%) Alelos media
Arboles tropicales 16 60.9 S 0.211 Hamrick y Loveless,
1989

Arboles de 20 67.7 2.29 0.207 Hamrick et al. 1981
coniferas

Dicotileddneas 74 31.2 1.46 0.113 Hamrick et al. 1979
Todas las especies 113 36.8 1.69 0.141 Hamrick et al. 1979
de plantas

Distribucion de la variacion entre y dentro de poblaciones

Desde el punto de vista evolutivo quizas ha sido mas importante el estudio y la determinacion de la distribucion de
la variacion aloenzimatica entre y dentro de poblaciones. Existen dos parametros cominmente utilizados para determinar la
diferenciacién de las poblaciones que se aplican a los datos de aloenzimas. El estadistico de Wright (1951) F.. el cual es una

medida de varianza en las frecuencias de alelos entre poblaciones en relacién con una varianza estandarizada, la cual se basa
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en la media de frecuencias de alelos (FST = 02/pq.). Esta es calculada para cada uno de los alelos en un locus. El estadistico

de diversidad génica de Nei (1973) también ha sido utilizado para la particion de la variacién dentro y entre poblaciones. De
la misma manera, el estadistico G, del mismo autor estima la diversidad génica debida a la variacién entre poblaciones (DST)
dividido por la diversidad total (H_); G_=D_/H._

La distribucion de la variacion aloenzimatica entre poblaciones es el producto de las interacciones entre varios factores
evolutivos. Dentro de éstos, los de mayor importancia son la seleccion, el tamano efectivo de la poblacion, y la habilidad de las
especies para dispersar su polen y sus semillas. En general, la seleccion deberia incrementar la diferenciacion en la poblacion asi
como la deriva genética. Por lo anterior, especies con mayor movimiento de polen y de semillas tienen menos diferenciacion que
especies con flujo restringido de genes. Apoyando este argumento, Loveless y Hamrick (1984) encontraron que las especies de
policarpaceas de gran longevidad y comunes en los estados tardios de sucesion tienen valores bajos de diferenciacion génica o
de G, (cuadro 3). Estas especies son principalmente de polinizacidn cruzada, monoicas, o dioicas y especies polinizadas por el
viento; las especies de monocarpaceas anuales se encuentran en estados tempranos de la sucesion y tienen altas cantidades de
diferenciacion interpoblacional. Ellas son predominantemente autopolinizadas, polinizadas por pequefios insectos y tienen flores

perfectas.

Cuadro 3. Relaciones entre las caracteristicas del ciclo de vida y la variacién detectable electroforéticamente entre poblaciones de plantas (tomado de
Loveless y Hamrick 1984).

Alta diferenciacion Baja diferenciacion
Autégamas Predominantemente alégamas
Hermafroditas Monoicas o dioicas
Semillas dispersadas por gravedad Semillas aladas y de estructura plumosa
Anuales Gran longevidad
Monocarpaceas Policarpaceas
Estados tempranos de sucesion vegetal Estados tardios de sucesion vegetal

Combinando el sistema de apareamiento con los mecanismos de polinizaciéon (cuadro 4) esto da la mejor prediccién
acerca de la distribucién de la variacién aloenzimatica. De esta manera, las especies autdgamas y anuales tienen mas de 50 por
ciento de su variacion entre poblaciones, mientras que las especies que son predominantemente alégamas y que son polinizadas
por el viento, por ejemplo los arboles de las coniferas, tienen menos de 10 por ciento de su variacion entre poblaciones. Los
mecanismos de dispersion de las semillas deberian tener también similares efectos sobre la distribucion de la variacion genética.

Los patrones observados (cuadro 4) aunque generalmente son consistentes con las predicciones (por ejemplo, especies
con semillas dispersadas por gravedad tienen los valores mas altos de G, y las especies cuyas semillas son dispersadas por el
viento tienen los valores mas bajos de GST) éstos no se relacionan directamente como aquellos derivados tomados en cuenta
como criterio de clasificacion a la polinizacion. Las especies cuyas semillas son dispersadas por animales tienen valores altos de
GST relativo a sus predicciones. Esto podria ser debido a dos factores al menos. Primero, las semillas ingeridas o transportadas
por animales podrian no ser movidas a grandes distancias. Muchas semillas caen directamente abajo de la planta maternal, y a
través del curso del tiempo, los mamiferos y pajaros que se alimentan de estas semillas pueden ser durante un periodo muy corto.
Segundo, las simientes son frecuentemente depositadas a través de claros en el piso forestal.

Este modelo de distribucion por mosaicos, junto con la posibilidad de que las semillas que sean depositadas dentro de un
mosaico o claro provengan todas de la misma planta maternal y, por lo tanto, estarian genéticamente emparentadas, conducen a

una heterogeneidad genética entre mosaicos, lo cual explica que haya valores altos de st,
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Cuadro 4. La influencia de los sistemas de cruzamiento y los mecanismos de dispersion de las semillas en los niveles de diversidad genética entre poblaciones

(tomado de Weeden y Wendel 1989).

Caracteristica Numero de estudios Diversidad media entre
poblaciones (Gsr)

Sistema de cruzamiento

Autégamas 39 0.523
Anuales 31 0.560
Perennes 8 0.329
Apareamiento mixto 48 0.243
Alégamas 76 0.118
Polinizadas por animales 32 0.187
Polinizadas por el viento a4 0.068
Mecanismos dispersion semilla

Por gravedad 59 0.446
Transportadas por animales 18 0.398
Ingeridas por animales 14 0.332
Explosivas 24 0.262
Aladas/plumosas 48 0.079

Otro de los aspectos importantes en este tema de genética de poblaciones consiste en saber y determinar si los patrones
de variacion aloenzimatica se encuentran asociados positivamente con los patrones de variacion genética encontrados para otras
caracteristicas. Ya que los analisis de isoenzimas son relativamente baratos en términos de tiempo y en términos financieros
podria ser deseable predecir patrones de variacion de caracteristicas poligénicas con aquellos observados para caracteristicas de
aloenzimas. En la actualidad existen algunos estudios que comparan la variacion aloenzimatica con la morfométrica o con otro
tipo de variacion de caracteristicas cuantitativas controladas genéticamente.

Los resultados de estos estudios no han producido de manera consistente una asociacion positiva entre los diferentes
tipos de caracteristicas (cuadro 5). Diez de las veinte comparaciones presentadas en el cuadro 5 tienen asociaciones positivas entre
los patrones de variacion aloenzimatica y la variacion entre otras caracteristicas cuantitativas, tres tienen resultados combinados,
y en siete casos no existe asociacién. Lewontin (1984) sugirié el tomar con muchas reservas este tipo de comparaciones, ya que
él demostrd que para loci individuales que influyen sobre una caracteristica cuantitativa, seria mas dificil detectar las diferencias
de las frecuencias de genes en loci individuales que para aquellas caracteristicas cuantitativas cuando en éstas los genes varian
entre poblaciones en la misma direccion. Por lo tanto, concluye que el patréon de variacion aloenzimatica no es el mismo que el

patron de variacion de caracteristicas cuantitativas y en este sentido ambos patrones no son comparables.

Cuadro 5. Comparaciones entre los niveles y patrones de variacion aloenzimatica y otros tipos de caracteristicas controladas genéticamente. "+" = asociacion

encontrada; "-" = asociacién no encontrada entre caracteristicas (tomado de Weeden y Wendel 1989).
Especie Tipo de comparacion Asoc. Fuente
Avena barbata Aloenz./morfométrica + Price et al. 1984
Avena barbata Aloenz./gen Unico + Price et al. 1985
Avena barbata Aloenz./morfométrica + Hamrick y Allard 1975
Avena fatua Aloenz./gen Unico + Price et al. 1985
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Hawaiian bidens
Clarkia williamsonii

Clarkia williamsonii

Aloenz./morfométrica

Aloenz./morfométrica

Aloenz./gen Unico

Helenurm y Ganders 1985
Price et al. 1984
Price et al. 1985

Hordeum jugatum Aloenz./morfométrica 4 Price et al. 1984
Hordeum murinum Aloenz./morfométrica = Giles 1984

Hordeum spontaneum Aloenz./morfométrica - Brown et al. 1978
Hordeum spontaneum Aloenz./morfométrica + Bekele 1984

Hordeum vulgare Aloenz./morfométrica - Price et al. 1984
Hordeum vulgare Aloenz./ADN + Brown y Clegg 1983
Layia spp. Aloenz./morfométrica + Warwick y Gottlieb 1985
Lisianthius skinneri Aloenz./ADN + Sytsma y Schaal 1985
Phlox Drummondii Aloenz./morfométrica + Levin 1977

Pinus contorta Aloenz./morfométrica - Wheeler y Guries 1982
Pseudotsuga menziesii Aloenz./morfométrica + El-Kassaby y Sziklai 1982
Silene diclinis Aloenz./morfométrica = Prentice 1984

Trifolim hirtum Aloenz./morfométrica I Martins y Jain 1980

El sistema de apareamiento y las estimaciones de la tasa de cruzamiento

El sistema de apareamiento determina la cantidad de apareamiento efectivo o fertilizacion que ocurre durante la
formacion de la semilla. El patréon resultante del apareamiento influye en varios aspectos de la arquitectura genética de una
poblacion, incluyendo las proporciones de genotipos, la distribucion de la variabilidad genética y el grado al cual el genoma se
encuentra organizado (Clegg 1980; Ritland 1983; Brown et al. 1989); el conocimiento del sistema de apareamiento tiene
también importancia practica en un programa de mejoramiento y en la practica de la silvicultura, ya que la informacion sobre
coancestria, variacion en la fertilidad y migracion natural en las poblaciones es importante en los sistemas de regeneracion
natural, en la planeacién de conservacién de genes y en el manejo de poblaciones de cruzamiento y produccién (Cheliak et al.
1983; Neale y Adams 1985).

Los arboles forestales poseen varias caracteristicas que los hacen ser organismos atractivos para el estudio de los
sistemas de cruzamiento, ya que éstos tienen altos niveles de polimorfismo, producen un gran nimero de progenie por fuente
maternal, y es relativamente facil que esta progenie pueda ser colectada, almacenada y cultivada para subsecuentes analisis.
Existen varios métodos que han sido utilizados en el estudio en los sistemas de apareamiento de arboles forestales. Las primeras
estimaciones de cruzamiento se basaron en las frecuencias de plantulas de fenotipos mutantes. Mas recientemente, los estudios
de variacion aloenzimatica usando modelos de un locus simple y multi-locus han sido utilizados con buenos resultados. En
general, estas Ultimas estimaciones muestran que las poblaciones naturales de coniferas, especialmente los pinos, tienen altas
tasas de cruzamiento (t), tipicamente 90 por ciento o mas; algunas excepciones incluyen a Pinus radiata con un valor medio
de 0.74, Pinus leucodermis (0.77), Pinus engelmannii (0.73), y Pinus maximinoi (0.65) (Matheson et al. 1989; Morgante
et al. 1991; Bermejo 1992; Muona 1990). El valor promedio (t) para el género Picea es de 0.88, mientras que las tasas de
cruzamiento de Pseudotsuga menziesii son similares a aquellas encontradas en los pinos (Muona 1990).

Las coniferas son particularmente convenientes para estudios de sistemas de apareamiento empleando aloenzimas, ya
que el tejido del megagametofito haploide es genéticamente idéntico a la contribucion del gameto materno en el embrion. Por

lo tanto, comparando el fenotipo de las aloenzimas del megagametofito a aquel correspondiente del embridn, la contribucion
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maternal en un locus dado puede ser inferida, y esta informacion podria entonces ser aplicada al sistema de apareamiento.

La variacion en las tasas de cruzamiento ha sido estudiada en diferentes contextos (poblaciones naturales, huertos semilleros y
varios rodales de bosque bajo tratamientos culturales). En diferentes especies, diversos estudios han demostrado la existencia
de significante heterogeneidad a través del tiempo y en el espacio. Moran y Brown (1980) estudiaron la variacién temporal
en las tasas de cruzamiento en la cosecha de semilla de tres afos consecutivos en una poblacion de Eucaliyptus delegatensis y
encontraron una significante variacion de afio a ano.

La variacion geografica en el sistema de apareamiento ha sido también detectada a través de transectos altitudinales
para Abies balsamea en donde fueron tomados muestras de la parte mas baja, media y mas alta de la pendiente de una montana,
la cual produjo estimaciones heterogéneas de cruzamiento asociadas con la altitud y la densidad del rodal (Neale y Adams
1985); similarmente, la tasa de cruzamiento vari6 entre poblaciones de Eucalyptus oblicua las cuales provinieron de diferentes
areas climaticas (Brown et al. 1975). Las tasas de autocruzamiento también pueden variar entre las diferentes partes de la copa
de un arbol; por ejemplo, conos tomados de la parte mas baja de la copa de Abeto douglas-fir parecen tener una proporcion mas
alta de semillas autopolinizadas que aquellas que se encuentran localizadas en las partes mas altas de las copas del arbol (Shaw y
Allard 1982). Por lo tanto, un niimero de factores bioldgicos y edaficos parece tener influencia en la tasa de cruzamiento de un

ano a otro en muchas especies.
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Conservacion de recursos genéticos

En términos genéricos de dasonomia, la conservacion se define frecuentemente como el "uso adecuado e inteligente".
Quizas en ninguna parte esta definicion es mas apropiada que dentro del contexto de los recursos genéticos forestales. Frankel
(1983) definié los recursos genéticos como la diversidad genética que es real o potencialmente disponible al mejorador de plantas
o animales, para recombinacion y seleccion, y para una continua adaptacion a cualquier ambiente fisico, biolégico y econémico.
Los recursos genéticos continuamente cambian, y por lo tanto nosotros no podemos y no debemos intentar preservar todas las
combinaciones genéticas existentes. En lugar de lo anterior, el objetivo es la preservacion del material evolutivo y del potencial
adaptativo. El uso inteligente de los recursos genéticos significa que nosotros evitemos agotar la variabilidad natural existente, a
un punto en el cual el potencial adaptativo de la poblacion o especie se pierda.

Ledig (1986a) sugirié que la conservacién podria ser un término pobre para el mantenimiento de los recursos genéticos,
porque éstos pueden ser utilizados sin sobre-explotarlos. Enfatizando, es importante reconocer que la "variabilidad” es el objetivo
principal de la conservacion y no "los genes individuales". El descuido en el aprovechamiento de los recursos genéticos puede
destruirlos. Por ejemplo, una significativa y extensiva explotacion selectiva por un largo periodo podria haber degradado las
poblaciones de Pinus taeda y Pinus rigida en la Costa Oeste de los Estados Unidos (Ledig 1986a). Por lo tanto, para especies
comercialmente importantes, las buenas practicas de silvicultura son el primer paso en la conservacion de genes.

La conservacion de recursos genéticos es un problema emergente a nivel mundial. La diversidad es importante como un
fundamento para el cambio genético, a través de la adaptacion natural o mejoramiento genético, constituyendo el ingrediente
esencial que permite a la especie adaptarse a los ambientes cambiantes. Ledig (1986a) da tres razones para conservar los
recursos genéticos:

1. Vulnerabilidad genética de los cultivos domesticados a plagas y clima.

2. Valor econémico potencial.

3. Pérdida de diversidad por extincion, la cual puede reducir la estabilidad de ecosistemas enteros.

Existe un amplio consenso de que la diversidad genética es necesaria para contrarrestar el riesgo de vulnerabilidad a
plagas y factores adversos del ambiente. Cuando una plaga o patégeno nuevo aparece, los silvicultores pueden hacer poco o nada
si una especie ya no tiene variantes preadaptadas disponibles para resistir la nueva amenaza (Ledig 1986a). La conservacion
de recursos genéticos de valor econémico potencial implica que nosotros deberiamos mirar mas alla de las especies que son
econémicamente importantes ahora, considerando aspectos de manejo de germoplasma en programas de mejoramiento.
Nadie puede predecir la importancia del potencial de recursos genéticos de una especie lefiosa (Ledig 1986a; Mosseler 1992).
Los recursos genéticos de especies no comerciales podrian, a largo plazo, ser importantes tanto como aquellas de especies
comerciales. Los arboles son los componentes estructurales mayores de los ecosistemas forestales; por lo tanto, ellos constituyen

los eslabones importantes sin los cuales los ecosistemas enteros podrian colapsarse.
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La diversidad genética es tipicamente mucho mas alta en arboles que en plantas anuales. Ledig (1986b) establecié la

hipotesis de que debido a que la diversidad genética deriva de mutaciones, los arboles tienen mayores cargas genéticas de alelos
letales que otras especies, asi como una mayor diversidad. Por lo tanto, la depresion genética podria influir negativamente en el
sistema de cruzamiento en las plantas alégamas. La seleccion podria promover mecanismos de entrecruzamiento, el no mantener
la diversidad genética “per se” podria reducir la probabilidad de homocigocidad, promoviendo la abundancia de alelos recesivos
deletéreos transportados por las poblaciones.

Los complejos de genes adaptados podrian ser objetivos importantes para esfuerzos de conservacién de genes (Yangy
Yeh 1992). Esto es especialmente cierto si un objetivo de manejo forestal es mantener regenerado de manera natural un rodal
nativo (Ledig 1986a). Los complejos de genes pueden ser importantes para la supervivencia de poblaciones viables adaptadas a

sus ambientes.
Efectos de practicas silvicolas sobre los recursos genéticos de arboles forestales

Muchas practicas del pasado y del presente podrian impactar negativamente a los recursos genéticos forestales. El
ejemplo mas extremo es la deforestacion, permanente o temporal, en grandes extensiones de terreno. Las practicas de cosechas
forestales disgénicas fueron mas prevalecientes en el pasado que ahora, en muchas partes del mundo; sin embargo, los impactos
todavia prevalecen en la actualidad (Buchert 1994; Li et al. 1992). El cultivo de arboles forestales lleva por si mismo una serie
de problemas potenciales.

Jasso (1970) discutié lamanera en que la reduccion de la variabilidad genética, como un resultado de |a deforestacion,
resulta en:

1. Eliminacién de genotipos deseables (esto puede ser simplemente a través de la reduccion del "pool" génico, asi

como también a través de practicas intencionales de cosechas disgénicas).

2. Invasién de especies inferiores (en México esto significa Quercus en muchos casos),

3. Degradacion de terrenos forestales.

4. Creacion de nuevas especies a través de hibridacion.

Cuando un terreno forestal es desmontado para otros usos, las poblaciones, razas, o incluso especies pueden ser
eliminadas. Jasso (1970) da varios ejemplos de especies de pinos que han sido genéticamente erosionadas, resultando en
poblaciones de arboles de baja calidad. Como un resultado de las actividades de los tltimos 25 afios, otros ejemplos podrian
indudablemente ser agregados a esta lista.

Ledig (1986b) sefald varias consecuencias potenciales del cultivo del bosque incluyendo reduccién del tamafio de la
poblacion de especies forestales nativas, y una reducida migracion entre areas arboladas pequenas y aisladas. En Norteamérica,
la domesticacion de arboles forestales esta atin en sus primeros inicios. Cheliak (1988), El Kassaby (1992) y Skroppa (1994)
discutieron los impactos de la domesticacion temprana de especies de arboles de la region norte. Ellos concluyeron que la
seleccion fenotipica tiene el potencial para reducir la diversidad genética en las poblaciones de cruzamiento, aunque dichos
autores no estuvieron completamente de acuerdo sobre las implicaciones de tales reducciones. A la larga, deberia esperarse un
aumento en la carga genética de alelos letales, manifestandose genes recesivos deletéreos, lo cual podria reducir el vigor y la tasa
reproductiva (Ledig 1986b). Las poblaciones domesticadas pueden ser dificiles de mantener y podrian ser mas susceptibles a
agentes de estrés, ya sean bioticos o climaticos.

Es comun para los mejoradores de arboles el punto de vista de que la contaminacion genética de rodales naturales dentro

de huertos semilleros es un problema. Sin embargo, la contaminacion en sentido opuesto podria convertirse eventualmente en
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un problema mas serio. Mucho del flujo de genes en el futuro podria venir probablemente del bosque comercial restringido

genéticamente, el cual podria ser de alto vigor bajo condiciones de cultivo, pero no necesariamente adaptado a las condiciones
naturales. Con la reducida capacidad reproductiva de algunas partes del bosque nativo, la contaminacion podria impactar el
“pool” génico nativo aiin mas.

Las estrategias de conservacion de genes para arboles forestales difieren de las estrategias para cultivos agricolas, debido
a la longevidad de los arboles. Como Ledig (1986a) sefialé, los genes pueden permanecer almacenados sobre la cepa o tocdn de
los arboles por largos periodos sin cambiar. Por lo tanto, la manera mas factible para el manejo de recursos genéticos reside en
cualquier lugar, entre “echar la llave” de los terrenos forestales remanentes y el manejo intensivo de las poblaciones “cautivadas”.
La prescripcion obvia de manejo es reducir la endogamia y promover la heterocigocidad, a través de mantener el tamano de la

poblacion, promoviendo el entrecruzamiento y haciendo mas disponible la migracion entre poblaciones.
Conservacion in situ y ex situ

La conservacion de los recursos puede lograrse por métodos in situ o ex situ, o una combinacion de los dos. In situ
significa que las poblaciones son conservadas o manejadas en su habitat natural. Ejemplos de sitios de conservacion in situ
incluyen areas manejadas a través de regeneracion natural de especies nativas, asi como también parques naturales y otras
reservas protegidas. Algunas caracteristicas de los métodos de conservacién in situ son (anénimo 1991):

1. Todas las clases de edad de las especies objetivo se mantienen dentro del ecosistema en el cual ellas evolucionaron.

2. El uso de la tierra de los sitios es limitado a aquellas actividades que no tendrian efectos detrimentales sobre las

especies objetivo.

3. La regeneracion de las especies objetivo ocurre sin la intervencion humana, o la intervencion se limita a practicas de

corto plazo disenadas para disminuir los factores detrimentales.

Ex situ significa que el material genético es almacenado o manejado lejos de su habitat natural. Ejemplos incluyen
bancos de semillas, bancos clonales y ensayos de procedencias. A pesar de la percepcion comun, al contrario de lo que se piensa,
el almacenamiento ex situ no es necesariamente estatico. Como Ledig (1986a) enfatizd, los cambios pueden ocurrir dentro
de la semilla o en el cultivo de tejidos. El periodo de viabilidad de la semilla almacenada es finito y actualmente mucha de la
semilla se almacena con propésitos de forestacion y reforestacién a corto o mediano plazo (anénimo 1991). En general, el
almacenamiento de la semilla de un arbol tiene mas problemas que la semilla de cultivos agricolas. Es una practica comin para
los encargados de bancos de semillas o conservadores de germoplasma, el rutinariamente poner a germinar partes de colecciones
de semillas agricolas para generar nuevo material para almacenamiento. El tiempo y espacio limita esta practica en colectas de
arboles forestales. Por otra parte, la presion de seleccion operando sobre las plantulas, las cuales son cultivadas para producir
nuevo material para almacenamiento, son probablemente muy diferentes de las presiones de seleccién natural (Ledig 1986a).

Una critica comuin a la conservacion ex situ es que ésta no permite la adaptacion a las condiciones cambiantes de un
ambiente natural (Yang y Yeh 1992; Li et al. 1992; Ledig 1986a). Asi como los ambientes cambian, podrian existir muy pocas
y buenas oportunidades para preservar un conjunto de materiales adaptados para diversos ambientes para un tiempo actual.
La conservacion de recursos genéticos in situ es mas realista en general que la preservacion por métodos ex situ, porque la
conservacion in situ es compatible con algunos usos de los bosques (anénimo 1991). Para muchas especies de arboles forestales,
la proteccidn in situ significa reservar areas en las cuales se permite que la seleccién natural opere de manera tnica (Ledig 1986b).
El manejo de areas de uso multiple, las cuales tienen como uno de varios objetivos la conservacion de recursos genéticos, requiere

una planeacion cuidadosa, ya que sin esfuerzos de colaboracion conjunta, tienen la probabilidad de fracasar.
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Algunos retos asociados con la conservacion in situ son:

1. Decidir donde, cuanto y como preservar, para incluir una muestra adecuada de la variacion dentro y entre poblaciones, y un
adecuado niimero y variedad de ambientes.

2. Proteger la integridad genética de la especie dentro de la reserva, de la contaminacion de genes provenientes de fuentes del
exterior.

3. Mantener el equilibrio dinamico entre la competencia inter- e intra-especifica, disponibilidad de habitat, distribucion de edades
y el sistema de cruzamiento que es responsable de la estructura genética de la poblacién (Ledig 1986a).

Es riesgoso depender Unicamente de las reservas y parques nacionales para proteger la diversidad genética, ya que
muchas de ellas son visualmente atractivas, pero estan localizadas en areas relativamente no productivas o atipicas. Las
poblaciones de arboles protegidas en estas areas pueden no ser representativas de la especie como un todo. Estos parques y
otras reservas son utiles, pero ellas constituyen Ginicamente una solucion parcial para la conservacion de los recursos genéticos.
El establecimiento de nuevas areas protegidas, aunque es deseable, frecuentemente no es factible, y las pocas areas que se
establezcan probablemente tendran el mismo problema. Por lo tanto, es necesario mantener areas manejadas de manera
seminatural, donde los recursos forestales se puedan extraer, pero se promueva la regeneracion natural, utilizando siembra
directa o plantacion en forma complementaria cuando sea necesario.

Si las plantaciones se encuentran adyacentes a las areas de conservacion in situ con arboles de la misma especie, el polen
se mezclara y el area de conservacion se contaminara con genes no-locales. Para proteger las areas in situ de la contaminacion del
polen indeseable, los manchones o ntcleos de vegetacion natural deben circundarse con franjas de amortiguamiento de bosques
manejados con regeneracién natural, o con plantaciones de otra especie (Ledig 1986b). Aunque la conservacién in situ podria
ser menos cara y mas efectiva que la preservacion ex situ, cuando sea posible, la preservacion ex situ debe hacerse también para

proteger las areas contra algunas pérdidas (Ledig 1986a).
Muestreo de la diversidad genética

Muchos de los estudios de diversidad genética realizados en arboles forestales han evaluado la variabilidad de las
enzimas de plantas (isoenzimas). Existe evidencia para sugerir que los patrones de variacién en caracteristicas cuantitativas
difieren substancialmente de aquellos tomados a partir de las isoenzimas (Muona 1990). Sin embargo, los resultados para
las caracteristicas cuantitativas generalmente fueron realizados en individuos seleccionados fenotipicamente o poblaciones de
especies comercialmente importantes, lo cual podria ser dificil para interpretarlos en términos de comparacion de diversidad
genética. Mucha de la variacion de isoenzimas de las especies de arboles, tipicamente entre 90 y 95 por ciento, ocurre dentro de
las poblaciones (Hamrick y Godt 1990; Li et al. 1992). Las poblaciones marginales de arboles frecuentemente tienen porcentajes
mas bajos de heterocigosidad que las poblaciones centrales, probablemente debido al aislamiento y al flujo restringido de genes,
asi como también a las condiciones adversas resultantes en una presion fuerte de seleccion. El movimiento extensivo del poleny
las varias estaciones sobre las cuales un arbol dado dispersa su polen pueden explicar el bajo grado de diferenciacion de enzimas
encontrado entre las poblaciones de arboles de las regiones templadas (Ledig 1986b).

Las condiciones adversas frecuentemente experimentadas en los margenes de las areas de distribucion de la especie
pueden resultar en seleccion para nuevos alelos o complejos de genes, incrementando el valor potencial de estas poblaciones.
Tanto las areas representativas como los habitats marginales deberian ser muestreados en programas de conservacion ex situ
e in situ. Todas las poblaciones de especies raras deberian ser protegidas de la pérdida de variabilidad genética. Los riesgos de
factores del ambiente podrian ser mas grandes cerca de los margenes de las areas de distribucion de las especies, en donde las

cosechas de semilla pueden ser muy escasas y la base genética puede ser reducida (Kitzmiller 1990). Sin embargo, la diversidad
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genética podria ser mas grande en las regiones sur del area de distribucion natural de una especie. Para decidir las prioridades del

establecimiento de areas de reserva in situ, deben considerarse los riesgos tanto para las poblaciones marginales como para la
especie en su conjunto.

Cuando se esta muestreando la diversidad genética, ya sea mediante métodos in situ o ex situ, la decision convencional
deberia de permitir al manejador del recurso suponer qué reservas o muestras mas grandes son mejores. Como Jasso (1970)
establecio, la teoria predice que en general, cuando la poblacion es polimoérfica habra un alto nivel de variacion genética
proporcional al tamanio de la poblacién. Foster (1993) sefialé, sin embargo, que no ha existido ninguna demostracién de una
fuerte relacion entre el tamano de la poblacion y el nivel de la diversidad genética. Si esto es verdadero, quizas asegurando que
la endogamia se mantenga a un minimo, esto seria suficiente. Esto podria incluir al menos 100 arboles sanos y reproductores
para una especie objetivo en una reserva in situ. Donde sea posible, sin embargo, el nimero de individuos en la poblaciéon de
cruzamiento deberia ser mas grande en varios drdenes de magnitud para protegerlos contra pérdidas impredecibles y asegurar

que los alelos en frecuencias bajas se conserven (Namkoong 1984).

Estrategias para el manejo de germoplasma en programas de mejoramiento y
cruzamiento de arboles

Muchos programas de mejoramiento de arboles han sido cambiados de su objetivo de incrementar el crecimiento vy la
tasa de retorno econémico, para lograr una ganancia quizas un poco mas lenta, pero reteniendo diversidad genética y potencial
adaptativo de una especie al mismo tiempo. Foster (1993) describié la situacién en la cual los mejoradores de arboles tienen
que adaptarse a las condiciones de manejo actual. El describié el dilema de tener el manejo de un bosque y la industria forestal
(aserraderos y otras facilidades para conversidn de productos) guiando a los mejoradores de arboles hacia la uniformidad de
un producto dentro del rodal, mientras los ecdlogos, el publico en general y la incertidumbre de factores ambientales adversos
nos estan guiando hacia el mantenimiento de un alto nivel de diversidad genética. Nosotros no sabemos si es posible el realizar
mejoramiento para arboles que tienen un alto nivel de uniformidad para varias caracteristicas de importancia econémica,
manteniendo a la vez diversidad en caracteristicas adaptativas. Es probable que se puedan lograr ambos, pero esto incrementa
costos en tiempo y dinero.

Serequiere un balance para mejorar arboles genéticamente de caracteristicas de importancia econémica, mientras se esta
manteniendo o promoviendo la diversidad genética en la especie como un todo. La base genética debe ser mantenida o reducida
de acuerdo con el valor econdmico de los productos, pero esta base debera mantenerse para caracteristicas ecoldgicamente
adaptativas, como la tolerancia a la sequia. Suponiendo que no existe ligamiento con caracteristicas de crecimiento, y que se
tiene un niimero suficiente de padres en un programa de cruzamiento, la amplitud de la base genética debe mantenerse a través
del cruzamiento de progenitores no emparentados provenientes de diferentes rodales (Kitzmiller 1990). Estos rodales deben
de estar dentro de la misma zona de recoleccion de semillas; sin embargo, este cruzamiento podria tener consecuencias que no
promuevan una buena adaptacion.

La hibridacién de genotipos divergentes raramente incrementa el vigor de las plantas en el bosque natural (Ledig
1986b). De hecho, el efecto puede ser justamente el opuesto si la depresién genética ocurre (Templeton 1986). Cruzas de
amplia base genética entre arboles de Pinus taeda han sido reportadas como intermedias o que exhiben heterosis negativa.
Cuando la heterosis aparente ocurre en la progenie de progenitores no emparentados, es probable que muchos de éstos resulten
de la generacion de endogamia en pequerios rodales de arboles. Relaciones positivas entre la heterocigosidad y la tasa de
crecimiento han sido reportadas, pero esto no es probablemente el resultado de sobre-dominancia. En lugar de esto, son mas

probables también algunos ejemplos de generacién de endogamia (Ledig 1986b).
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La depresion por cruzamiento libre podria esperarse como un resultado de una cruza amplia cuando las especies de

arboles estan cercanamente adaptadas a las condiciones ambientales. Li et al. (1992) describieron asociaciones muy cercanas
entre un numero de caracteristicas adaptativas en varias especies de arboles de hoja ancha en Canada y gradientes ambientales.
En un estudio con Abies balsamea, la temperatura 6ptima de fotosintesis cambid a lo largo de un gradiente altitudinal sobre
distancias de inicamente pocos cientos de metros en una manera que sugirio una adaptacion cercana a las condiciones locales
(Ledig 1986b). Campbell (1979) también reporté que los patrones de variacion de Douglas-fir estuvieron muy relacionados a

la fisiografia dentro de una cuenca particular estudiada.
Bancos clonales y poblaciones de cruzamiento

Desde la perspectiva del manejo de germoplasma, mucha de la misma teoria se aplica para el muestreo de poblaciones de
cruzamiento, asi como para reservas in situ. La mayor diferencia es que un grado de seleccion fenotipica es casi siempre aplicado
en la seleccion para poblaciones de cruzamiento, ya que las colecciones no son representaciones aleatorias de la variacion en
zonas de cruzamiento, excepto para caracteristicas no comerciales.

Muchos de los programas de mejoramiento mantienen grandes poblaciones de cruzamiento usualmente preservadas en
bancos de clones, los cuales sirven como reservorios de diversidad genética. Un banco clonal es esencialmente una area en la cual
todas las selecciones son preservadas como injertos, atin sin considerar que éstas no han sido utilizadas en un huerto semillero
(Ledig 1986b).

Kitzmiller (1990) consideré que un programa de cruzamiento a largo plazo en el banco clonal es la clave para un
manejo exitoso de recursos genéticos en un programa de mejoramiento de alto nivel en arboles forestales. Los bancos clonales
estan fisica y funcionalmente separados de los huertos semilleros de produccion y podrian tener las mismas poblaciones
de cruzamiento para una zona particular de cruzamiento. La gran incertidumbre en predecir el mercado y las demandas de
ambientes forestales, demanda gran flexibilidad en el "pool" génico de la poblacion. Los métodos mas comunes para disminuir
esta incertidumbre consisten en desarrollar variedades multiples o lineas que retinan diferentes objetivos. Usualmente para cada
variedad, la poblacion base es subdividida en varias lineas o sublineas pequenas. Las sublineas consisten de nimeros pequenos de
arboles, tipicamente de 4 a 20, por lo tanto los genes para caracteristicas particulares son concentrados y pueden ser mejorados
de manera rapida. La endogamia dentro de estas sublineas se puede generar rapidamente. De esta manera arboles de diferentes
sublineas son traidos a la vez en huertos semilleros para evitar la endogamia. El proceso de seleccion para caracteristicas como
crecimiento, forma y resistencia a insectos eliminaria algunos genes en estas lineas. Ya que cualquier gen podria tener algiin
potencial, el rango de variacion natural deberd ser preservado en reservas naturales.

Joyce (1993) describe una metodologia alternativa. En Pinus banksiana, él planea usar un sistema de cruzamiento en
una poblacion "nucleo” debido a su menor costo ya que las ganancias son potencialmente tan buenas como en el otro enfoque.
Esta metodologia consiste en mantener una poblacion "principal” grande y una poblaciéon "élite" mas pequefia, conocida como
el nicleo. En cada generacion una porcion del niicleo se deriva de los mejores individuos en la poblacion principal y una parte de
la poblacion del nticleo se regresa a la poblacion principal; por lo tanto, el mejoramiento genético ocurre en la poblacion principal
con una gradual reduccion de la base genética.

Subdividir una especie dentro de poblaciones que difieren en frecuencias y fijacion de alelos puede ser una manera
efectiva para los silvicultores con el propésito de conservar la diversidad genética (Namkoong 1983). Namkoong (1994) sugirié
desarrollar diferentes poblaciones de cruzamiento bajo un rango de condiciones ambientales para mantener o posiblemente

incrementar la variacion adaptativa dentro de un programa de cruzamiento.
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Un programa de mejoramiento promueve la diversidad en plantaciones a un nivel en el cual nunca podria ocurrir en

el bosque natural. La progenie producida por polinizacion cruzada en un huerto semillero puede tener combinaciones de genes
que nunca podrian haber sido producidas en la naturaleza (Ledig 1986a). Debido a la heterogeneidad de la semilla de un huerto
semillero, se espera que ésta se comporte bien a través de un rango de diferentes ambientes (Kitzmiller 1990).

Talbert (1993) describi6 la metodologia de la compafia Weyerhaeuser para manipular el material genético en una
situacion dada. Las familias o clones conocidos para producir madera con caracteristicas particulares para sitios especificos o
mercados, estan siendo identificados y plantados muy proximos a los aserraderos disefiados para tener una alta eficiencia en el
procesamiento de dicha madera. Las plantaciones se manejan utilizando prescripciones silvicolas que complementan el potencial

genético de los rodales.
Consideraciones sobre la distribucion del material en las plantaciones

Kitzmiller (1990) estableci6 que la diversidad genética entre y dentro de los rodales puede controlarse mediante:
1. Manipulacién de la composicién genética de los lotes de semilla (i. e. variando las familias y los rodales en lotes
puros o mezclados).

2. Organizacion del tiempo de plantacion de varios lotes.

3. Ordenamiento de los patrones espaciales de grupos genéticos.

Talbert (1993) desarrollé un conjunto de reglas, las cuales se aplican uniformemente a las plantaciones de la companiia
Wevyerhaeuser para proporcionar control sobre el riesgo y asegurar flexibilidad en el manejo de éstas:

1. Se establecen controles sobre la proporcion maxima de cualquier familia, o familias relacionadas, que pueden
plantarse en un afo o sobre un periodo.

2. Se instauran controles sobre el maximo de area contigua en que se puede plantar cada una de las familias, ya sea

de polinizacion abierta o polinizacion controlada.

3. Se ordenan controles sobre el maximo de una "distancia ambiental” a través de la cual pueden moverse los lotes,
con base en las caracteristicas de origen del rodal y del sitio (particularmente latitud, elevacion, y condiciones mésico/

xéricas).

Una consideracion importante en la diversidad de las plantaciones es como se regenerara el rodal. Kitzmiller (1990)
sefial6 al respecto que la diversidad deberia ser mantenida de tal manera que el silvicultor pueda tener la opcién de regeneracion
natural. Ledig (1986a) establecié que las plantaciones son caminos cerrados desde el punto de vista genético. Si es seguro que
las plantaciones cosechadas se reemplazaran con nuevas plantaciones, el nivel de diversidad tiene que proporcionar tinicamente
el amortiguamiento necesario para un solo turno o generacion. Sin embargo, si no existe seguridad de plantar después de la
generacion actual, la progenie debe tener al menos la suficiente diversidad para permitir que las plantulas se adapten en las
generaciones subsecuentes.

Libby (1982) presenté un conjunto de guias para la distribucién de clones con base en un modelo de simulacién.
El encontré que cuando el riesgo de pérdida debido a efectos del ambiente es de moderado a bajo, las mezclas genéticas son
probablemente mejores que los monocultivos, pero cuando el riesgo de pérdida por un dano fisico es alto, un mosaico de pequefios
monocultivos podria ser mas econdmicamente atractivo porque los bloques enteros pueden ser replantados. Plantaciones
genéticamente diversas son menos vulnerables a plagas que los monocultivos, porque ellas podrian evitar el inicio o dispersion

de la peste o infeccion. Las plagas pueden presentar varias generaciones durante una rotacion simple de arboles forestales. Por lo
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tanto, ellas pueden facilmente adaptarse a diferencias menores entre genotipos. Libby (1982) argumenté que las plantaciones

derivadas de plantulas pueden formar un continuo genético debido a que la diversidad genética dentro de una familia podria ser
muy grande. Por lo tanto, una serie de monocultivos clonales, que son genéticamente diferentes, probablemente resulte en un
riesgo mas bajo que una mezcla de un huerto semillero de plantulas. El nimero de monotipos genéticos deberia estar entre 7
y 25; suficientemente bajo para evitar un gradiente continuo, y suficientemente alto para prevenir un fracaso en la plantacion
si uno o dos clones son destruidos. La experiencia con rodales naturales no nos regresa a la idea de un riesgo incrementado,
asociado con un gradiente genético, a pesar de lo anterior. Kitzmiller (1990) piensa que la regla 7-25 es buena en general para
plantaciones derivadas de plantulas asi como también para aquellas derivadas de clones. Las plantaciones con especies mezcladas
son lo tltimo en bajo riesgo.

Es claro que plantando clones en grandes bloques es una estrategia peligrosa, sin embargo podria ser una tentacion
hacerlo cuando en algunos casos un clon es extremadamente bueno. Los agronomos pueden tolerar mas uniformidad que los
silvicultores, porque ellos tienen mas opciones para el control de las plagas y mas flexibilidad debido al corto periodo en que
trabajan. La vulnerabilidad es un problema desde el punto de vista de produccion en un bosque y la diversidad es una forma de
doble filo para prevenir la pérdida total mientras se acepta la pérdida de algunos individuos (Ledig 1986a).

En bancos clonales asociados con muchos programas de cruzamiento, usualmente existe suficiente diversidad para
cambiar a los cultivos si es necesario debido a la aparicion de nuevas plagas o cambios en las condiciones climaticas. Sin embargo,
en la silvicultura ésta no es una opcion realista debido al largo periodo de rotacion de los arboles forestales. La mejor alternativa es
mantener suficiente diversidad en las plantaciones comerciales, a través del uso de mosaicos de diferentes cultivares o mediante
mezclas de diferentes variantes genéticas en la misma plantacion. Con un bloque de un simple cultivar, la dispersion de las plagas
y quizas su evolucién es mas facil que en una plantacién con una mezcla de cultivares (Ledig 1986a).

Namkoong (1983) presenté los componentes de un programa de manejo comprensivo de germoplasma, incluyendo la
conservacion y mejoramiento de arboles, como sigue:

1. Manejo de la especie completa: conservandola a través de métodos in situ y ex situ.

2. Manejo de las poblaciones de cruzamiento: seleccién/recoleccién para cubrir una variabilidad aleatoria en las zonas de
cruzamiento, definiendo las ventajas y desventajas de una menor intensidad y mayor diversidad; subdivision de poblaciones
de cruzamiento para evitar endogamia, lineas para caracteristicas especificas, lineas desarrolladas en diferentes ambientes, y
tamanios de muestra para evitar endogamia.

3. Manejo de huertos semilleros de produccion: niimero de progenitores requeridos para retener una proporcion dada de alelos
comunes en una poblacion de produccion, amortiguando el potencial de variabilidad genética en poblaciones, desequilibrio en

huerto semillero, contaminacion.
Estudios de caso: Pinus radiata y Picea glauca (poblaciones del Valle de Ottawa)

El area de distribucion nativa de Pinus radiata se restringe a cinco areas pequefias, tres poblaciones en la costa de
California y dos en islas de México. El niimero total de la poblacién natural de Pinus radiata es estimado en varios millones.
A pesar de su area natural tan restringida, la especie es uno de los pinos mas plantados en el mundo. Esta especie se planto
inicialmente en Nueva Zelanda y Australia hace mas de un siglo, y ha sido sujeto de varios programas de mejoramiento en estos
paises por casi medio siglo. Esta especie también es unos de los pilares de la industria forestal en Espania, Kenya, Sudafrica, Chile,

Argentina y Uruguay.
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Pinus radiata tiene relativamente baja variabilidad genética, comparada con otras coniferas en términos de isoenzimas.

La proporcion de la variabilidad genética total que se atribuye entre poblaciones es mucho mas alta que aquella reportada para

muchas otras coniferas. El cuadro 1 resume algunos de los resultados de diversidad genética reportados por Mordn et al. (1988).

Cuadro 1. Estructura genética de cinco poblaciones de Pinus radiata basada en isoenzimas (tomado de Moran et al. 1988)

Poblacion Numero total de arboles ~ Numero promedio Polimorfismo Heterocigosidad
de alelos promedio promedio
Monterey 3,000,000 1.74 50.5 0.097
Cambria 1,300,000 1.58 38.7 0.110
Ano Nuevo 1,200,000 1.47 33.1 0.088
Cedros 80,000 1.56 38.7 0.092
Guadalupe 368 1.46 35.5 0.089

Hasta hace algunos aios sélo se habia hecho un trabajo minimo con las poblaciones de México. Todas las pruebas y trabajo
de mejoramiento se han llevado a cabo utilizando los tres origenes de California. En la actualidad se estan aplicando una mezcla
de practicas de conservacion in situ y ex situ, con colecciones extensas derivadas de las cinco poblaciones en almacenamiento.
La conservacion in situ esta trabajandose tinicamente para la poblacion de Isla Cedros, debido a la contaminacion y mezcla de
material genético en las poblaciones de la Costa, y un problema serio con las cabras silvestres comiéndose la regeneracion natural
en la poblacion de Isla Guadalupe.
Picea glauca tiene un area de distribucion natural bastante amplia, cubriendo mucha extension de Canada e
introduciéndose en el norte de Estados Unidos. Esta crece sobre una amplia variedad de sitios y tiene un valor comercial a través
de su area de distribucion. Picea glauca es la segunda especie forestal mas plantada en Canada, y existen varios programas de
mejoramiento a través de su area de plantacion. La especie como un todo es altamente variable; sin embargo, en los ensayos de
procedencia realizados, una procedencia particular del area del Valle de Ottawa en la parte central de Canada se comporta muy
bien en la parte este del area de distribucion natural de la especie.
Debido a las amenazas continuas a la poblacion, se inicié un proyecto de manejo de germoplasma con los objetivos
siguientes:
1. Establecer y manejar un area de produccion de semilla para necesidades inmediatas de reforestacion y conservacion
a largo plazo.

2. Ordenar y mantener un huerto semillero de produccién de arboles de alta calidad.

3. Experimentar con técnicas para reducir el tiempo para la produccion de semilla asi como incrementar la produccion
y calidad de ésta.

4. Acondicionar un banco clonal.

El segundo v tercer objetivos se iniciaron, tnicamente el tercero se concluyd, con 250 individuos injertados dentro de
un banco clonal, procedentes de un total de 34 rodales.

Un estudio posterior evalud el destino de los 34 rodales que fueron muestreados. La informacion obtenida de la mitad
de ellos mostré que un rodal fue cosechado por completo, otros dos fueron cosechados en aproximadamente 1/3 de su area y
otro mas habia perdido casi la mitad de su area por efecto de incendios y viento.

Un estudio de isoenzimas demostré que una cantidad significativa de la variacion dentro de los rodales se perdié durante
el proceso de muestreo para la conservacion ex situ, implicando que varios de los rodales deberian de colocarse en un status de

reserva si se pretende rescatar o preservar el potencial genético real de las poblaciones.

A8 | MANEJO DE RECURSOS GENETICOS FORESTALES



Literatura citada

Andnimo. 1991. Managing global genetic resources: forest trees. Committee on Managing Global Genetic Resources:
Agricultural Imperatives, Subcommittee on Managing Plant Genetic Resources, Forest Genetic Resources Working Group: Board
on Agriculture, National Research Council. National Academy Press, Washington, D.C. 228 p.

Buchert, G.P. 1994. Genetics of white pine and implications for management and conservation. For. Chron. 70: 427-434.
Campbell, R.K. 1979. Genecology of Douglas-fir in a watershed in the Oregon Cascades. Ecology 60: 1036-1050.

Cheliak, W.M. 1988. Genetic effects of phenotypic selection in white spruce. For. Ecol. Manage. 24: 139-149.

El-Kassaby, Y.A. 1992. Domestication and genetic diversity - should we be concerned? For. Chron. 68: 687-700.

Foster, G.S. 1993. Varietal deployment strategies and genetic diversity: balancing productivity and stability of forest stands. In:
Proceedings of the Twenty-fourth Meeting of the Canadian Tree Improvement Association. Part Il. Fredericton, New Brunswick,

August 15-19. pp: 52-64.

Frankel, O. 1983. The place of management in conservation. In: C.M. Shonewald-Cox, S.M. Chambers, B. MacBryde, and L.

Thomas (eds.), Genetics and conservation: a reference for managing wild animal and plant populations. pp: 1-14.

Hamrick, J.L. and M.J. Godt. 1990. Allozyme diversity in plant species. In: A.H.D. Brown, M.T. Clegg, A.L. Kahler, and B.S. Weir.

(eds.), Plant population genetics, breeding, and genetic resources. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts. pp: 43-63.
Jasso, M.J. 1970. Impact of silviculture on forest genetic resources. Unasylva 24(2-3): 70-75.

Joyce, D. and P. Nitschke. 1993. An advanced generation breeding strategy for jack pine in Ontario. In: Y.S. Park and G.W.
Adams (eds.), Breeding strategies of important tree species in Canada. Information Report M-X-186E, Department of Natural
Resources Canada. pp: 13-24.

Kitzmiller, J.H. 1990. Managing genetic diversity in a tree improvement program. For. Ecol. Manage. 35: 131-149.

Ledig. FT. 1986a. Conservation strategies for forest gene resources. For. Ecol. Manage. 14: 77-90.

Ledig, FT. 1986b. Heterozygosity, heterosis, and fitness in outbreeding plants. In: M.E. Soulé (ed.), Conservation biology : the

science of scarcity and diversity. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts. pp: 77-104.

Li, P, J. MacKay, and J. Bousquet. 1992. Genetic diversity in Canadian hardwoods: implications for conservation. For. Chron. 68:
709-7109.

MANEJO DE GERMOPLASMA EN PROGRAMAS DE MEJORAMIENTO DE ARBOLES | 40O



Libby, W.J. 1982. What is a safe number of clones per plantation? In: H.M. Heybroek, B.R. Stephen, and K. von Weissenberg

(eds.) Proceedings of the Third International Workshop on Genetics of Host-Parasite Interactions in Forestry, Wageningen, The

Netherlands, 14-21 September 1980. Pudoc, Wageningen. pp: 342-360.

Moran, G.F, J.C. Bell, and K.G. Eldridge. 1988. The genetic structure and the conservation of the five natural populations of
Pinus radiata. Can. J. For. Res. 18: 506-514.

Mosseler, A. 1992. Life history and genetic diversity in red pine: implications for gene conservation in forestry. For. Chron. 68:

701-708.

Muona, 0. 1990. Population genetics in forest tree improvement. In: A.H.D. Brown, MT. Clegg, A.L. Kahler, and B.S. Weir. (eds.),

Plant population genetics, breeding, and genetic resources. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts. pp: 282-298.

Namkoong, G. 1983. Preserving natural diversity. In: C.M. Shonewald-Cox, S.M. Chambers, B. MacBryde, and L. Thomas (eds.),

Genetics and conservation: a reference for managing wild animal and plant populations. pp: 317-334.

Namkoong, G. 1994. A control concept of gene conservation. Silvae Genet. 33: 160-163.

Skroppa, T. 1994. Impacts of tree improvement on genetic structure and diversity of planted forests. Silva Fennica 28: 265-274.
Talbert, C.B. 1993. Decision processes for effective allocation and management of genetically improved planting stock: a case
study from an industrial breeding program in Douglas-fir. In: Proceedings of the Twenty-fourth Meeting of the Canadian Tree

Improvement Association. Part Il. Fredericton, New Brunswick. August 15-19. pp: 52-64.

Templeton, A.R. 1986. Coadaptation and outbreeding depression. In: M.E. Soulé, (ed.) Conservation biology: the science of
scarcity and diversity. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts. pp: 105-116.

Yang, R.-C. and F.C. Yeh. 1992. Genetic consequences of in situ and ex situ conservation of forest trees. For. Chron. 68: 720-

729.

50 | MANEJO DE RECURSOS GENETICOS FORESTALES



Problemas de deforestacion por cambio de uso

del suelo en un bosque de Pinus montezumae

en la parte baja del Pico de Orizaba, Puebla.

Conservacion in situ de una poblacion aislada
de Pseudotsuga spp en el Parque Nacional “El

Chico", Hidalgo.
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Introduccion

Los especialistas en recursos forestales en todo el mundo reconocen la importancia de los recursos genéticos nativos,
debido a que las adaptaciones y la variacion genética existentes dentro de las poblaciones locales son las Uinicas y las principales (y
en algunos casos las Unicas) fuentes de semillas certificables para satisfacer las necesidades de los programas de plantacién y de
mejoramiento genético forestal. Conforme se intensifican las actividades de manejo forestal, se recolectan semillas y las plantas
se establecen en nuevas localidades para cumplir diversos objetivos. Los genetistas forestales, con el propdsito de registrar los
origenes de la semilla recolectada y para orientar las actividades de forestacion y reforestacion, han identificado diferentes zonas
de semilla.

Las zonas de semilla utilizadas por el Servicio Forestal del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA
Forest Service) se elaboran en respuesta a lineamientos que establecen que la semilla deberia: 1) ser recolectada dentro de 100
millas al Sur o al Norte del sitio de plantacién, y 2) diferir en la elevacion del sitio en menos de 1,000 pies (365 metros). La
intencion de estos lineamientos es reducir los riesgos de fracaso mediante el establecimiento de material adaptado localmente. Las
zonas de semilla conducen al uso de mejores practicas para identificar la condicion genética y geografica de las recolecciones, lo
cual conduce al establecimiento de plantaciones con material genético adaptado localmente. Adicionalmente, es bien reconocido
que estas practicas también minimizan los riesgos de perturbacion del balance genético dentro de las poblaciones nativas.

La implementacion de los procesos de zonificacion de semillas requiere que se desarrollen subdivisiones geograficas
que agrupen poblaciones de individuos potencialmente entrecruzables, con una constitucion genética similar. Debido a la gran
importancia que tiene la elevacion sobre las adaptaciones dentro de las poblaciones locales, los procedimientos de zonificacion
de semillas requieren registros explicitos de las elevaciones de recoleccion. Los inventarios de semilla identificados por zonas y
grupos de elevacion proporcionan los medios para distribuir las existencias de material genético apropiado acorde con los sitios

geograficos y elevaciones correspondientes.
Zonas de semilla en México

Si se parte de la hipdtesis general de que condiciones ecolégicas similares conducen a constituciones genéticas similares,
y considerando que actualmente no se usan en México zonas generales de recoleccion y movimiento de semilla de especies
lefiosas forestales, se proponen las siguientes zonas de semillas para el pais. Las zonas de semillas propuestas consisten de una
region ecoldgica identificada con tres digitos, el primer digito identifica la region, el segundo digito identifica a las subregiones, y
el tercer digito designa a las zonas locales de semilla.

En las siguientes figuras se exhiben las regiones (figura 1), subregiones (figuras 2 y 3), y zonas propuestas (figura 4).
Las designaciones combinan informacién de provincias geoldgicas (figura 5, Ferrusquia-Villafranca 1993), topografia (figura
6, Rzedowski 1978; figura 7, McDonald 1993), precipitacion (figura 8, Mosifio-Aleman y Garcia 1974), precipitacion en el

verano e invierno (figura 9, Mosifio-Aleman y Garcia 1974), duracién de la sequia inter-estival (figura 10, Mosifio-Aleman
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y Garcia 1974), datos anuales de temperatura (figura 11, Mosifio-Aleman y Garcia 1974), y zonas de vegetacién (figura

12 [regién templada] y figura 13 [region tropical] Leopold 1950; figura 14 [regién templada] y figura 15 [region tropical],
Rzedowski 1978). Los procesos que se usaron para identificar regiones, subregiones y zonas de semilla para México fueron
intuitivos, comparativos, e iterativos. Las primeras designaciones se aproximaron a las areas principales de distribucion de los
pinos mexicanos (Styles, 1993). Posteriormente, las comparaciones se ampliaron para incluir las diversas fuentes de informacién
identificados en este parrafo. Se incluye un mapa de zonificacién de semillas (figura 4) a la misma escala que los mapas de
division politica, fisiografica, condiciones ecoldgicas y clima utilizados, con el propésito de facilitar las comparaciones y fomentar
la discusion que conduzca a un consenso sobre el mapa de zonificacion de semillas para México. Las diez regiones propuestas

para México (figura 1) son:

000 -- Baja California Norte

Esta region, la mas pequeia, es de gran interés a genetistas forestales de California, debido a que varias de las especies
forestales mas importantes de la region tienen sus poblaciones de mas al sur localizadas en la parte alta de la cordillera norte-sur

de la Peninsula de Baja California. Esta es la Ginica region de México en donde predomina la precipitacion invernal.

100 -- Regiones aridas del Noroeste

Esta amplia region con vegetacion de clima arido-templado incluye la parte central de la Peninsula de Baja California,
continda a lo largo de la parte norte del Golfo de México y engloba las planicies costeras y la parte sur de la cuenca del desierto

de Sonora.

200 -- Costas tropicales del Pacifico

La geologia v la ecologia tropical coinciden para formar una region costera que se extiende por casi toda la longitud de
la costa del Pacifico de México; las regiones amplias en el norte se unen en forma abrupta con la topografia de la Sierra Madre

Occidental; al Sur de Puerto Vallarta las planicies costeras son regiones estrechas y alargadas.

300 -- Sierra Madre Occidental

La subduccién y levantamiento de la placa tectonica es el origen mas probable de esta importante cordillera volcanica;
los picos de gran elevacion en esta cordillera proporcionan una amplia gama de ambientes, desde desiertos, hasta el limite de
vegetacion alpina; los bosques son ricos y diversos, con mezclas que varian desde especies con una amplia distribucion hasta

especies raras o relictos ecologicos.

400 -- Regiones aridas del Norte y del Centro

La escasa y dispersa precipitacion y la presencia de periodos importantes de sequia estival generan los desiertos vy las
regiones aridas que separan las formaciones montanosas mas importantes en el Norte de México; los terrenos aridos y la amplia
separacion entre las montafas son barreras efectivas al flujo genético, aislando entre si a las principales poblaciones de mayor

elevacion y generando ambientes similares a islas en las partes altas de las montafas separadas entre si.
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500 -- Sierra Madre Oriental

Las montafas de rocas marinas sedimentarias proporcionan evidencia de una geologia antigua cuando una masa
terrestre conocida como la Pangea Centro-Occidental incluia parte de las actuales regiones de Norte y Sudameérica, Yucatan,
Golfo de México, Florida, y Oeste de Africa; los levantamientos de esta masa formaron la Sierra Madre Oriental y las rupturas
que separaron a los continentes corren a lo largo de la cordillera; los ambientes con precipitacion de verano en las partes altas
de la montana proporcionan refugios para especies templadas, algunas con conexiones genéticas evidentes con la flora de las

Montanas Rocosas.
600 -- Planicies Costeras del Golfo y Peninsula de Yucatan

La precipitacion orografica de las tormentas estivales tropicales mantienen los bosques tropicales mas extensos e

importantes de México en esta region.
700 -- Cinturdn volcanico transversal

Las montanas de origen volcanico con direccion este-oeste cortan a México en la latitud 18-20°, Norte. Estas cordilleras
proporcionan el mayor relieve en el pais; la historia y la significancia de la placa tectdnica en esta provincia geoldgica atin no se

entienden bien; las montanas elevadas facilmente distinguibles constituyen islas con climas templados.
800 -- Sierra Madre del Sur

Las Subregiones de la Sierra Madre del Sur incluyen depresiones extensas y cadenas montanosas espaciadas que crean

ambientes complejos con vegetacion tropical circundando y aislando montanas y picos de clima templado.
900 -- Sierra Madre de Chiapas

Cadenas montanosas que corren de norte a sur en la Sierra Madre de Chiapas sirven de nexos para las especies de
pino que medran en México y tienen sus poblaciones mas australes en paises de Centroamérica como Guatemala, Honduras, El
Salvador, y Nicaragua.

Cada una de las diez regiones sefialadas tienen dos o mas subregiones que se muestran en la figura 2 (con nombres
propuestos para las subregiones 000 a 400) y en la figura 3 (subregiones 500 a 900). Los cambios en condiciones ecolégicas,
la direccién de las cadenas montafiosas (este-oeste; norte-sur), y los cambios en la topografia se examinaron para establecer las
divisiones de las subregiones.

La figura 4, que muestra las zonas de semillas, también fue una continuacion del proceso empleado para colocar las
divisiones de las subregiones, pero el énfasis se dirigié a limitar los tamafios maximos de las zonas a aproximadamente 160
kilometros. Las delimitaciones de las zonas son mas densas a través de las latitudes que a través de las longitudes, y mas densas
en regiones de topografia montafiosa que en terrenos bajos y planicies amplias.

Si las zonas de semilla, identificadas aqui o desarrolladas posteriormente por el Grupo de Estudio sobre Recursos
Genéticos Forestales de la Comision Forestal de Norteamérica, FAO, se recomiendan para su uso en México, entonces, el registro

de las elevaciones de los sitios de colecta en bandas altitudinales de 150 metros ayudaria a establecer recomendaciones para el
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establecimiento de plantaciones con material local de la zona que no tenga una diferencia mayor de 300 metros en la elevacion

con el sitio de plantacion.

No existe un formato estandar para la documentacion de las recolecciones de semilla; sin embargo, el interés a nivel
mundial y el importante valor comercial del germoplasma indican que los procesos de certificacion local son mas deseables.
Las inspecciones para verificar las localidades de recoleccion, las normas de calidad de los arboles y del rodal, la recoleccion de
varios arboles por rodal (diez arboles semilleros ampliamente separados entre si, por rodal, proporcionan una adecuada muestra
genética del rodal), la inclusién de varios lotes de colecta por zona altitudinal (numerosas localidades con un nimero pequefio
de arboles colectados por localidad es mas deseable que la alternativa de pocas localidades con numerosos arboles colectados en
cada una) para asegurar el muestreo de la diversidad local, y la realizacidn de ensayos de validacién de pureza y viabilidad de la

semilla son etapas necesarias para efectuar un programa completo de manejo de recursos de germoplasma.
. .y
Discusion

La delimitacion de zonas de semillas y las implicaciones de manejo de un programa completo de recursos genéticos son
procesos valiosos para el manejo y administracion de recursos forestales. Estas zonas son particularmente valiosas en escalas
geograficas relativamente grandes y en programas donde un nimero importante de trabajadores deben coordinar actividades
relativamente variables de gran importancia. Esto permite unificar la comprension vy los criterios empleados en los procesos de
localizacion de rodales semilleros, en la recoleccion apropiada de semilla, en la identificacion de los lotes de semilla almacenados,
en la seleccion y uso de los lotes de semilla disponibles, en el cultivo y distribucion adecuada del material genético existente, y
en la cooperacion en el intercambio mundial de materiales para las evaluaciones genéticas y con fines comerciales.

Las zonas de semilla identificadas en este documento se proponen para comenzar un programa. Es altamente deseable
involucrar expertos y mapas de mayor resolucion para refinar y desarrollar zonas mas precisas y funcionales. Las consideraciones
de limites estatales, caminos, bordes montanosos, cuencas de drenaje fluvial, discontinuidades fisicas y ecoldgicas conjuntamente
con las consideraciones de acceso y uso son importantes para mejorar y refinar las zonas de semilla.

En conclusion, es importante senalar que las zonas de semilla son dtiles para las consideraciones generales de manejo
de los recursos. Cuando se tiene informacion precisa sobre las especies conexas, las razas genéticas, las poblaciones aisladas y
distintivas, los taxa raros y distintos entonces las decisiones sobre los recursos genéticos y las acciones de manejo forestal puedan

orientarse con base en la estructura genética precisa y las caracteristicas particulares de cada especie individual.
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Figura 1. Regiones semilleras de

México

Figura 2. Subregiones semilleras
000-400 para México
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Figura 3. Subregiones semilleras
500-900 para México

Figura 4. Zonas de semilla para
México
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Figura 5. Provincias geoldgicas de

México

Figura 6. Topografia de México
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Figura 7. Regiones de México con

elevacion mayor de 2,500 m

Figura 8. Precipitacion anual en
México
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Figura 9. Porcentaje de

precipitacion anual que ocurre
durante los meses de verano, de

mayo a octubre

Figura 10. Duracion de la sequia

interestival
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Figura 11. Climas de México de

acuerdo a la temperatura media

anual

Figura 12. Zonas de vegetacion
templada de México (designadas
por Leopold 1950)
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Figura 13. Zonas de vegetacion

tropical en México (designadas por
Leopold 1950)

Figura 14. Zonas de vegetacion
templada en México (designada
por Rzedowski 1978)
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Figura 15. Zonas de vegetacion

tropical en México (designadas por
Rzedowski 1978)

Foto 1: Bosque de pino pifionero (Pinus pinceana)
mezclado con vegetacion xerofita en el estado de Hidalgo,
una muestra de la diversidad ecolégica en la Sierra Madre

Oriental.
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Foto 2: Vista panoramica desde el Cerro “El Potosi”
en el estado de Nuevo Ledn, que muestra el gradiente
ambiental asociado a la elevacion y topografia del
terreno montanoso, con la presencia de nubes a una

altitud determinada.
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Resumen

En México existe un acelerado proceso de deforestacion. Los programas gubernamentales de reforestacion son un
importante esfuerzo, pero en general las plantulas tienen un porcentaje bajo de supervivencia, entre otras causas, por la falta de
acoplamiento entre los genotipos de las plantas producidas en vivero y las condiciones ecoldgicas de los sitios a reforestar. Para
mejorar tal acoplamiento, se requiere delimitar zonas productoras de semillas y establecer lineamientos para decidir el movimiento
de germoplasma dentro y entre zonas productoras de semillas. Se ejemplifica la delimitacion y uso de zonas productoras de
semillas con una zonificacion provisional del estado de México basada en criterios climaticos, y con una zonificacion altitudinal

basada en un ensayo de procedencias de P. oocarpa para la region de Uruapan, Michoacan.
Introduccion

Los programas de reforestacion, tanto de restauracion ecolégica como para establecer plantaciones comerciales, son
uno de los esfuerzos mas importantes que realizan los gobiernos y el sector privado para contrarrestar los efectos negativos
de la deforestacion, estimada para México en 668,000 hectareas por afio (Masera et al. 1997), y para proveer de madera y
productos celuldsicos a la industria forestal y papelera. En México se plantan aproximadamente 210,000 hectareas anuales en el
programa gubernamental de restauracién ecoldgica llamado Programa Nacional de Reforestacion, PRONARE (Conaror 2003).
Si bien esto es un esfuerzo muy importante y loable, la supervivencia de estas reforestaciones desafortunadamente es muy baja,
de aproximadamente el 34 por ciento para el primer afio (Sheinbaum y Masera 2000). Es de esperarse que la supervivencia sea
auin menor en afos posteriores. Una de las varias causas de la baja supervivencia, y en ocasiones pobre crecimiento de las plantas
en los sitios reforestados, es la falta de acoplamiento entre los genotipos y las caracteristicas ecoldgicas de los sitios a reforestar
(Nienstaedt 1979; Nienstaedt 1994; Saenz-Romero et al. 2003; Saenz-Romero y Lindig-Cisneros 2004). Por ello, es muy
importante incrementar (entre otras cosas) ese acoplamiento para mejorar la supervivencia y el crecimiento de las plantas de las

reforestaciones.
Zonificacion para la produccion de semillas de especies forestales

Para decidir el movimiento de semillas y plantulas entre el sitio en que se colecta la semilla y los lugares que se van
a reforestar, es indispensable contar con lineamientos que permitan acoplar adecuadamente los genotipos a los ambientes, vy
con ello disminuir el riesgo de mala adaptacion de las plantas a los sitios de plantacion. Para ello se requiere delimitar zonas

productoras de semillas (Rehfeldt 1983a, 1983b; Campbell 1986; Nienstaedt et al. 1990; Campbell 1991; Sdenz-Romero y
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Clausen 1991; Sorensen 1994). Una zona de produccién o colecta de semillas se define como “un &rea o grupo de dreas sujetas a

condiciones ecoldgicas suficientemente uniformes, en las cuales se encuentran rodales con caracteristicas genéticas o fenotipicas
uniformes”, y esta definida por limites identificables en el campo (Barner y Willan 1983). Esto se traduce en la practica en
un mapa en donde una regién o estado se divide en regiones ecoldgicamente similares (figura 1) (Millar y Libby 1991), y en
donde en términos generales, la semilla que se colecta en una zona debe ser utilizada en esa misma zona (Nienstaedt 1979).
Eventualmente, la semilla de una zona puede ser utilizada en zonas adyacentes, bajo lineamientos especificos.

La “uniformidad” genética se refiere a la ausencia (o existencia en pequefa escala) de diferencias genéticas entre
rodales dentro de una misma zona de produccion de semilla, lo cual es demostrable sélo si se cuenta con resultados de ensayos
de procedencias. En otras palabras, es indispensable conocer el patrén de la diferenciacion genética entre poblaciones (Barner
y Willan 1983; Sdenz-Romero y Clausen 1991). En el caso de México, en donde en general no existe la disponibilidad de tales
resultados, es necesario hacer una zonificacion provisional de la region de interés con base en informacion climatica, topografica,
edafica y de vegetacion natural, que sirva de herramienta para planear la asignacion de especies y procedencias a los sitios a
reforestar (Nienstaedt et al. 1990; Saenz-Romero y Clausen 1991).

La altitud puede ser un criterio importante para establecer las zonas de produccion de semillas. En paises montanosos
como Honduras, la altitud ha sido el criterio fundamental para establecer las zonas productoras de semillas (Robbins 1983). En
el ejemplo de la zonificacion de California, USA (ﬁgura 1), cada zona a su vez puede estar dividida en bandas altitudinales de 155
metros (Millar y Libby 1991). Las zonas para decidir el movimiento de semillas y plantulas de Pseudotsuga menziezii se basa en
criterios altitudinales en Idaho (Rehfeldt 1983b), Montana (Rehfeldt 1983a), y en Oregon, USA (Campbell 1986, 1991). En
la provincia de Columbia Britanica, Canada, se utiliza una division en zonas bio-geo-climaticas (Meidinger y Pojar 1991), quea
su vez estan subdivididas en intervalos altitudinales por especie (Jaquish, comunicacién personal). Esto se fundamenta en que
se ha demostrado que las poblaciones de especies de coniferas se diferencian genéticamente en un gradiente altitudinal, como

respuesta a la presion de seleccion de variables ambientales. La diferenciacion ocurre en variables tales como tasa de crecimiento,

Figura 1. Mapa de zonas de semillas de especies
forestales de California. Las zonas representan areas con
poblaciones que tienen similitud adaptativa. Las zonas
a su vez estan divididas en bandas altitudinales de 155

m, llamadas “unidades de cosecha” (Tomado de Millar v

Libby 1991).
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patron de alargamiento de la yema apical y resistencia a heladas [Campbell 1979; Rehfeldt 1983a, 1983b, 1988, 1989, 1991).

Es de esperarse que la altitud sea una variable relevante en la diferenciacion genética entre poblaciones de coniferas de

Meéxico, ya que en nuestro pais las coniferas se distribuyen fundamentalmente en las principales cadenas montafiosas.
Zonificaciones a nivel nacional y estatal para México

Conkle (1997, y en este volumen) definié para todo el pais de México grandes regiones, sub-regiones y zonas para
la colecta y uso de semillas de especies forestales, en base a criterios geoldgicos, topograficos, precipitacion pluvial total y
estacional, temperaturas medias y tipos de vegetacion. El resultado fue la division del pais en nueve regiones, 34 sub-regiones y
64 zonas de semilla. Las tres categorias son jerarquicas; es decir cada region esta subdividida en dos o mas sub-regiones, y éstas
a su vez en zonas. Esta es una zonificacion sumamente Gtil a gran escala, que permite auxiliar la planeacién de necesidades y
movimiento de semillas a nivel de especies para programas nacionales, tales como el PRONARE.

Si utilizamos la zonificacién de Conkle (1997) para el Estado de México, por ejemplo, veriamos que ese estado en
términos generales sdlo se divide en dos sub-regiones denominadas “Cinturén Volcanico Transversal Este” (clave 720) vy
“Depresion del Balsas” (clave 810). En cuanto a la subsiguiente division en zonas de semillas, el Estado de México se divide
nicamente en tres: la zona 721 (dentro de la sub-regién 720) y las zonas 811 y 812 (dentro de la sub-regién 810).

Un analisis de la variacion ambiental del Estado de México con base en diferentes criterios nos puede conducir a una
divisién en mas zonas de semillas. En el analisis de Saenz-Romero y Clausen (1991), se comparé la distribucién natural de las
principales especies de coniferas de ese estado (Abies religiosa, Pinus hartwegii, P. montezumae, P. oocarpa y P. pseudostrobus),
con las isoyetas de precipitacion total para los periodos mayo-octubre y noviembre-abril, y las isotermas de temperaturas maximas
promedio para el periodo mayo-julio (ﬁgura 2). En términos generales, los zonas de semillas se definieron dividiendo al estado
en un primer paso en areas seglin su precipitacion total durante mayo-octubre, utilizando como limites las isoyetas de 700
milimetros, 900 milimetros y 1200 milimetros; las areas resultantes a su vez se subdividieron dos tipos de areas: templado frias
(menos de 21 °C de temperatura media maxima durante mayo-julio) y templado-calidas (mas de 21 °C de temperatura media
maxima en mayo-julio). Como elemento auxiliar, se utilizé la isoyeta de la precipitacion total noviembre-abril. El resultado fue
la division del Estado de México en nueve regiones o zonas productoras de semillas (figura 3, Sdenz-Romero y Clausen 1991).
Desde luego, esta zonificacion es provisional y debe ser confirmada por los resultados de ensayos de procedencias.

De manera aproximada, la zonificacién de Conkle (1997) para el estado de México es compatible con la zonificacién
de Sdenz-Romero y Clausen (1991), en el sentido de que la segunda esta (en términos generales) anidada en la primera. Las
zonas 1 a la 8 definidas por Sdenz-Romero y Clausen (1991) quedarian englobadas dentro de la zona 721 (Cinturdn Volcanico
Transversal Este) de Conkle (1997), y la zona 9 (denominada Balsas) de Saenz-Romero y Clausen (1991) quedaria englobada
en las zonas 811y 812 (ambas pertenecientes justamente a la sub-region “Depresién del Balsas) de Conkle (1997).

Con esto deseamos ilustrar que aun cuando dos clasificaciones pueden ser diferentes en cuanto a criterios utilizados,
nimero de zonas y limites geograficos de éstas, si las comparamos territorialmente (es decir, las superponemos) es posible
encontrar grandes similitudes. Desde el punto de vista practico se podria sugerir que para una planificacion a nivel nacional, en
términos generales, se podria utilizar la clasificacion de Conkle (1997), y para una planificacién mas detallada, se podria utilizar
una clasificacion semejante a la desarrollada por Sdenz-Romero y Clausen (1991) para el caso del Estado de México y la de
Nienstaedt et al. (1990) para los estados de Chihuahua y Durango. En esta ultima zonificacién se utilizaron como limites de las
zonas de semillas las isoyetas de precipitacion total anual promedio de 600 milimetros, 800 milimetros, 1000 milimetros y 1200
milimetros, ademas de una division latitudinal en intervalos con una amplitud variable, en promedio aproximado de un grado de

latitud (Nienstaedt et al. 1990).

68 | MIANEJO DE RECURSOS GENETICOS FORESTALES



Figura 2. Precipitacion media (mayo-octubre y noviembre-abril) y temperaturas medias maximas (mayo-julio) para el estado de México. Modificado de

Saenz y Clausen (1991).
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Figura 3. Zonificacidn climatica para la colecta y movimiento de semillas forestales en el Estado de México. Modificado de Sienz y Clausen (1991).
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Zonificacion con criterios altitudinales por especie

Dentro de cada una de las zonas semilleras se pueden establecer criterios altitudinales por especie para decidir el
movimiento de semillas. Los criterios pueden variar de especie a especie, ya que el patron de adaptacion de las poblaciones a los
gradientes altitudinales, y por tanto de diferenciacién genética entre ellas, varia seg(in la especie (Rehfeldt 1994).

Para establecer una zonificacion altitudinal el primer paso es demostrar si existe diferenciacion genética altitudinal
entre las poblaciones. Esto se puede lograr realizando un muestreo de poblaciones a lo largo de un transecto altitudinal, y
estableciendo uno o varios ensayos de procedencias. Utilizaremos indistintamente los términos “procedencia” o “poblacion”. Un
ensayo de procedencias establecido en una sola localidad con un disefio de bloques completos al azar, se podria analizar mediante
el modelo:

Yijk =H+ Bi + PJ + BP'J + Sijk

En donde Yj, = observacion en la k-ésima planta de la j-ésima procedencia en el i-ésimo bloque, p = efecto de la media
general, B; = efecto del i-ésimo bloque, P; = efecto de la j-ésima procedencia, BP;; = efecto de la interaccion entre el i-ésimo

bloque y la j-ésima procedencia, y €; = efecto del error.

Un analisis de la varianza (ANOVA) nos indicaria si existen o no diferencias significativas en el crecimiento entre
las procedencias. En caso de que la hubiera, habria que demostrar si existe un patréon altitudinal bien definido. Una prueba
multiple de medias (como diferencia minima significativa o de Tukey) nos indicaria si la diferenciacién entre poblaciones sigue
un patron altitudinal. Es decir, de haber un patrén altitudinal, poblaciones originadas a altitudes semejantes probablemente
no serian significativamente diferentes entre si, mientras que poblaciones distantes en cuanto a origen altitudinal, si serian
significativamente diferentes. También se podria hacer un analisis de regresion de altitud de origen vs. media de la poblacion, y
determinar si hay significancia estadistica del modelo de regresion y de la pendiente.

A continuacion y a manera de ejemplo, se construira una zonificacion altitudinal para decidir el movimiento de semillas
vy plantulas de Pinus oocarpa en la region de Uruapan, estado de Michoacan, México. Como primer paso, en un estudio del autor,
se colectaron poblaciones de Pinus oocarpa a lo largo de un gradiente altitudinal (de 1100 a 1500 metros de altitud, en la regién
de Uruapan, Michoacan, México). La semilla colectada se utilizé para establecer un ensayo de procedencias en campo, que se
evalud para altura de las plantulas a la edad de 2.5 anos. Se encontré mediante un analisis de la varianza que existen diferencias
significativas de la altura de las plantas entre procedencias (p = 0.03). Para fines de simplificacién, se muestran en el cuadro
1 los promedios por poblacion de altura de plantas de sélo cuatro de las poblaciones muestreadas y evaluadas en el ensayo de
procedencias en campo.

Es posible notar que las poblaciones originadas a menor altitud tuvieron un mejor crecimiento que las originadas a
mayor altitud (cuadro 1). Esto es una tendencia que se ha observado en otras especies de coniferas, aparentemente como
resultado de la adaptacion de las poblaciones al clima en donde crecen. Poblaciones que crecen a mayor elevacion dentro del area
de distribucion altitudinal de la especie tienen un patrén de crecimiento mas conservador, con un periodo de crecimiento mas
corto para evitar dafos por heladas. En cambio, poblaciones que crecen a menor altitud, en condiciones de mayor temperatura
promedio, tienen un periodo de crecimiento mas largo en el afio y, por tanto, un mayor potencial de crecimiento (Rehfeldt 1988,
1989).
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Cuadro 1. Altura promedio de plantas (2.5 afios de edad) de cuatro poblaciones de Pinus oocarpa en un ensayo de procedencias. Se indica la altitud a la que

fue colectada cada poblacién y el agrupamiento que se obtiene mediante una prueba de diferencia minima significativa (DMS).

Poblacién Altitud (m) Altura promedio de plantas (mm) Grupo de DMS
4 1220 465 A
3 1325 424 B
2 1430 421 B
1 1505 378 C

El siguiente paso es delimitar zonas altitudinales. Esto se hace estimando la magnitud de las diferencias minimas
significativas (DMS) entre las medias por poblacion, y luego encontrando la equivalencia de ese valor en términos de intervalo
altitudinal, sobre la base de que existe una fuerte asociacion entre el potencial de crecimiento y el origen altitudinal de la poblacion.
La ldgica de esto es que un lote de semillas colectado en un lugar determinado se puede mover dentro de un intervalo altitudinal
en que el crecimiento de las plantulas no sera significativamente diferente al crecimiento que obtendriamos si esa semilla se
plantara en la localidad en la que se colectd. Si excedemos ese limite altitudinal, las plantulas podrian tener un crecimiento
significativamente inferior (y en algunos casos, superior) al que se obtendria en la localidad de origen.

La DMS se estima de la siguiente manera:

DMS = tq/2' g.1.=N-k(2CME) /n

En donde t = t de Student; a = error alfa (0.2 en nuestro caso); g.l. = grados de libertad; N = tamano total de muestras;
k = nimero de poblaciones comparadas; CME = Cuadrado medio del error como un estimador de la varianza entre poblaciones
(BPiJ-, que es el término de error apropiado para determinar si existen diferencias significativas entre las procedencias en nuestro
modelo estadistico para el analisis de la varianza); y n = tamanio de muestra por poblacién.

Como la finalidad es realizar una zonificacion, y ya que se determind que si existen diferencias significativas entre
procedencias a un nivel de a = 0.03, nos permitiremos realizar la estimacion de la DMS a un o = 0.2. Si bien al lector le podria
parecer un valor o excesivamente grande, esto en realidad es un enfoque conservador para fines de manejo, puesto que un
valor alto de a resultara en un valor de DMS mas pequerio, y en consecuencia, la amplitud de las bandas sera menor, y con ello
corremos menos riesgo de causar problemas de adaptacion a las plantas si desplazamos demasiado en forma altitudinal una
planta con respecto a su altitud de origen. Un valor mas pequeiio de @, por ejemplo a = 0.05, si bien es lo convencional desde
el punto de vista estadistico, resultara en un valor de DMS mas grande, y por tanto las bandas altitudinales seran mucho mas
anchas. Esto nos conducira a un mayor movimiento de las semillas y de las plantulas, con el consecuente mayor riesgo por
problemas de adaptacion.

Alternativamente, en lugar de la DMS se podria estimar el valor de la amplitud total del intervalo de confianza (IC) para
la media de cada poblacién. Debido a que un IC se usa como un valor que se suma o se resta a una media (X  1C), la amplitud

total del IC es el doble del IC. La formula para un IC es:

IC = to /2 g.1.=n-1 Y(2CME) /n

En nuestro ejemplo, se estimo6 la DMS en 33.2 milimetros. Una vez hecho esto, el siguiente paso es ajustar un modelo de

regresion de altitud de origen de las poblaciones vs. altura promedio de las plantas. En este caso, ajustaremos un modelo de
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regresion lineal. Sin embargo, debe ajustarse el modelo que mas convenga segun la tendencia de los datos. En otras situaciones

podria ajustarse un modelo cuadratico u otro. Para este ejemplo simplificado, usamos un modelo lineal, que es:
Yij = Bo + BXi + &

En donde Yj; = altura promedio esperada de las plantas por poblacion, Bo = interceptada, B, = pendiente, X; = altitud

de origen de la poblacion, &; = error. En la figura 4 se muestran los datos observados y los predichos con el modelo de regresion.

Figura 4. Medias observadas por poblacion de la altura de plantulas de 2.5 anos de edad de P. oocarpa en un ensayo de cinco procedencias colectadas en un
gradiente altitudinal en la region de Uruapan, Michoacan, y valores predichos después de ajustar un modelo lineal.

El siguiente paso es establecer los limites altitudinales de las zonas de semillas. Esto se puede hacer de manera grafica,
trazando una primera linea paralela al eje de las X, hasta tocar la linea de los valores predichos con el modelo ajustado, y entonces
encontrar su correspondiente valor altitudinal en el eje de las X (figura 5). Esta primera linea se puede establecer de manera un
tanto arbitraria. Se sugiere establecerla de manera que el correspondiente valor altitudinal sea equivalente al limite altitudinal
superior o el limite altitudinal inferior del intervalo de distribucion natural de la especie en la region estudiada. En nuestro
ejemplo, la primera linea se fij6 en los 495.4 milimetros de altura de planta promedio esperada (eje Y), y su correspondiente valor
altitudinal es 1,100 metros (eje X), que es aproximadamente el limite altitudinal inferior de la especie en la regién de Uruapan,

Michoacan, México (figura 5).
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Figura 5. Limites altitudinales para cuatro zonas semilleras de P. oocarpa en la regién de Uruapan, Michoacan.

Una vez establecida la primera linea, la siguiente se traza abajo de la primera linea de manera paralela al eje X, a una
distancia de 33.2 milimetros (sobre el eje Y), que es el valor de la DMS. Luego, se encuentra su correspondiente valor altitudinal
(en el eje X), que corresponderia al limite altitudinal inferior de la primera zona de semillas. En nuestro ejemplo, la segunda
linea corresponde a los 1,220 metros de altitud. Este proceso se repite sucesivamente, hasta cubrir el intervalo altitudinal de
distribucion de la especie.

En nuestro ejemplo, el resultado es la delimitacion de 4 zonas de semillas, que se presentan en el cuadro 2. Los limites
estimados pueden ser redondeados para simplificacion operativa; en nuestro ejemplo, los valores de los limites estimados fueron
redondeados para que todas las zonas semilleras tengan la misma amplitud: 120 metros de intervalo altitudinal (cuadro 2).
Este es un resultado simplificado con fines explicativos. En nuestro analisis real, incluimos una poblacién mas y un modelo mas
complicado (cuadratico), con el resultado de delimitar zonas semilleras con un intervalo altitudinal variable para cada una de

ellas.

Cuadro 2. Limites altitudinales de las cuatro zonas semilleras de P. oocarpa en la region de Uruapan, Michoacan, México.

Zona semillera Limite altitudinal (m) Limite altitudinal operativo (m)
Inferior Superior Inferior Superior

1 1100 1220 1100 1220

2 1220 1350 1220 1340

3 1350 1465 1340 1460

4 1465 1585 1460 1580
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La semilla colectada en una zona semillera, en términos generales, se debe utilizar dentro de la zona en que se colectd

y/o en un intervalo altitudinal de + 60 metros, que corresponde a la mitad de la anchura del intervalo altitudinal de una zona
semillera, que es de 120 metros. De esta manera, se esperaria que el crecimiento de las plantas en el sitio reforestado no fuera
significativamente diferente al crecimiento esperado si las plantas se hubieran plantado en el mismo sitio en que se colectd la
semilla. Esto seria un mecanismo para evitar los riesgos de no-adaptacion de los genotipos a los ambientes del sitio a reforestar.

Considerando la tendencia clinal de los datos presentados (cuadro 1, figura 4), resulta evidente que si movemos una
fuente de semillas altitudinalmente hacia arriba, mas alla de los limites de la zona productora de semilla en la que se colecto,
tendremos un mayor crecimiento que el de la semilla local. Esto se confirma con los resultados presentados en el cuadro 1, ya
que el ensayo de campo se establecié a 1,500 metros de altitud, y por tanto de hecho las poblaciones 2, 3 y 4 (originadas a
1400 metros, 1,300 metros y 1,200 metros, respectivamente), fueron desplazadas altitudinalmente hacia arriba (hasta los
1,500 metros) para establecer el experimento. Sin embargo, es posible que el movimiento de semillas mas alla de los 1,500
metros de altitud pudiera representar un riesgo de baja adaptacion para las poblaciones originadas a menor altitud. Esto se podria
expresar, por ejemplo, en forma de danos por heladas. Si bien ese riesgo no se puede cuantificar con base en los resultados del
cuadro 1, lo razonable seria no desplazar la semilla mas alla de los 1,500 metros de altitud. Por otra parte, si se desplaza la semilla
altitudinalmente hacia abajo mas alla de los 60 metros de altitud, es de esperarse un crecimiento significativamente menor al que
se obtendria si se utilizara la semilla local.

Finalmente, el desplazamiento de la semilla en forma altitudinal hacia arriba podria ser una estrategia adecuada para
prevenir los efectos negativos de una baja adaptacion de las poblaciones a un futuro escenario de calentamiento global. En
otras palabras, los valores de altitud en el eje X de la figura 4 podrian ser sustituidos por valores que representaran el clima de
cada lugar; por ejemplo, temperatura promedio anual. En un escenario de calentamiento global, los valores de temperatura
del eje X se desplazarian hacia la derecha. Por ejemplo, en el futuro y como resultado del calentamiento global, la temperatura
promedio anual de un sitio a 1,100 metros podria ser la temperatura que corresponderia a un sitio mas elevado, digamos 1,200
0 1,300 metros, mientras que en ese mismo escenario futuro, el sitio a 1,100 metros seria mas calido de lo que es ahora. Esto
indudablemente conduciria a problemas de adaptacion de las poblaciones a las nuevas condiciones climaticas del sitio en el
que crecen (Rehfeldt 2000). Una manera de aminorar los efectos de esa no-adaptacién futura, seria desplazar hacia arriba
las semillas de las poblaciones naturales en el presente. La decision precisa de en qué medida debe ser el desplazamiento para
enfrentar el calentamiento global requiere de conocer las condiciones climaticas actuales de cada procedencia y de estimaciones
del incremento esperado en la temperatura en un determinado periodo de anos, lo cual excede los limites de este texto. Sin

embargo, cabe la invitacion a reflexionar sobre este tema.
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Kalamalka Research Station, Research Branch, British Columbia Ministry of Forests, 3401 Reservoir Road, Vernon, British

Columbia V1B 2C7, Canada
Introduccion

Conforme la poblacién humana en el mundo contintia su crecimiento y consume madera a una tasa cercana a 0.7
metros cubicos per capita al ano, es razonable presumir que se mantendra la demanda por fibra y otros productos de madera de
alta calidad, y probablemente aumentara en forma proporcional (Kimmins 1995). Sin duda, esta demanda por fibra de madera
continuara imponiendo una seria amenaza a los bosques del mundo. Dada la carencia a nivel mundial de reservas existentes de
bosque aiin no comprometidas, y la reduccion en la disponibilidad de terrenos en donde se pueden cultivar bosques comerciales,
también es razonable presumir que mucha de esta demanda de madera sera satisfecha mediante practicas de manejo mas
intensivas en una superficie de terreno mas reducida. Esto implica manejar sitios de alta calidad con las especies apropiadas,
silvicultura apropiada (por ejemplo, preparacion de sitio, control de vegetacién competidora, niveles de densidad apropiados,
podas, fertilizacién y proteccion), y plantacién de individuos que estén genéticamente adaptados al sitio. Estos individuos deben
ser de rapido crecimiento, adaptados fisioldgicamente al sitio, suficientemente flexibles para soportar las tensiones bioticas y
abidticas del futuro, y deben expresar las caracteristicas deseadas para lograr los objetivos de manejo.

Historicamente, en muchas partes del mundo, el germoplasma empleado para el establecimiento de plantaciones
forestales se recolecté en rodales naturales; en muchos casos con poca o ninguna integridad en términos de procedencia
(localidad de la fuente de semilla) o nivel de mejoramiento genético. Eventualmente, la experiencia practica y los resultados
de investigacion demostraron que una semilla de calidad alta, bien adaptada y de las especies apropiadas era esencial para una
reforestacion artificial exitosa. Con el paso del tiempo, la comprension de la biologia y de la autoecologia de las especies lenosas
avanzo rapidamente, y los métodos y tecnologias de adquisicion de semilla avanzaron en forma paralela, particularmente para
especies de valor comercial. Actualmente existen varios métodos de obtencién de semilla disponibles a las organizaciones que
requieren grandes cantidades de semilla de alta calidad para la reforestacion. Este documento presenta tres de los métodos mas
cominmente usados: 1) recoleccidn en rodales naturales, 2) areas de produccion de semilla, y 3) huertos semilleros. Estos tres
métodos ofrecen ventajas y desventajas distintas que deben considerarse antes de involucrarse en programas de reforestacion

artificial a gran escala.
Planificacion

La planificacion sesuda vy juiciosa es esencial antes de invertir en programas de reforestacion artificial y mejoramiento
genético forestal a largo plazo. Estos programas son costosos, con inversiones relativamente riesgosas que requieren de personal
altamente calificado (silvicultores, genetistas, planificadores, fisidlogos de arboles, ecdlogos, suministradores de semilla, y
personal de viveros y proteccién) y cantidades enormes de semilla a fin de ser eficientes en términos de costos. Es también
importante reconocer que los beneficios economicos de la reforestacion artificial nunca se obtendran totalmente sin las practicas

silvicolas apropiadas y un programa asociado de mejoramiento genético forestal que sistematicamente mejore las caracteristicas
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como la velocidad de crecimiento, la forma del tronco y tamario de copa, la calidad de la madera y la resistencia a plagas vy

enfermedades. El mejoramiento genético rara vez rescatara el efecto de practicas silvicolas inadecuadas vy, por otro lado, los
beneficios de practicas silvicolas adecuadas nunca se expresaran totalmente sin los beneficios de un programa de mejoramiento
genético

Inicialmente, el proceso de planeacion debe identificar claramente las metas sociales y econémicas del programa de
reforestacion, y debe proporcionar:

1. Estimacion precisa del tamario, ubicacion y condiciones ecoldgicas de los terrenos a reforestar.

2. Identificacion de las especies deseadas y los productos finales.

3. Descripcion de la biologia, autoecologia y el sistema genético (por ejemplo, subdivisién de la poblacién, sistema de
cruzamiento, patrones de variacion genética adaptativa y varianzas y covarianzas genéticas de caracteristicas adaptativas
y de valor comercial) de las especies deseadas, a fin de predecir las ganancias genéticas y establecer zonas de produccién
de semilla y lineamientos de traslado de germoplasma bioldgicamente adecuados.

4. Estimacion precisa del nimero de semillas requeridas para reforestar los terrenos y los tiempos de su requerimiento.

5. Identificacion del nivel de mejoramiento genético deseado para el area bajo manejo.

No todas las areas deben recibir el mismo nivel de prioridad al momento de planear los programas de mejoramiento
genético o de reforestacion. Muchas organizaciones estiman sus necesidades futuras de semilla a partir de los planes de cosecha
(20-50+ afos) y prescripciones silvicolas. En areas en donde la plantacién es el método recomendado de reforestacion, se
identifica el nivel apropiado de mejoramiento genético y se hacen planes para satisfacer las necesidades inmediatas, a corto y a
largo plazo, de semilla. Tipicamente, las metas de produccion de semilla deben exceder las necesidades proyectadas de semilla

para asegurar que se tenga un abastecimiento constante.
Satisfaccion de las necesidades de semilla a inmediato, corto y largo plazo
Satisfaccion de las necesidades inmediatas de semilla con recoleccion de rodales naturales

La recoleccion de semilla en rodales naturales constituye el método principal de obtener semilla de las especies
deseadas sin programas de mejoramiento genético, ni huertos semilleros, o de especies cuyos huertos semilleros atin no inician
la produccion. Desafortunadamente, en la mayoria de las especies lefiosas, la semilla obtenida de rodales naturales ofrece una
oportunidad limitada para el mejoramiento genético en caracteristicas de baja heredabilidad como altura del arbol, diametro
y volumen, y una oportunidad modesta para el mejoramiento genético en caracteristicas de alta heredabilidad como forma
del tronco, tamario y angulo de las ramas, y resistencia a plagas. De mayor importancia en la recoleccion de semilla de rodales
naturales es reducir el riesgo de recolectar y establecer material que tiene "menos" potencial genético que la semilla de los rodales
existentes que se van a reemplazar (Lester et al. 1990), lo cual puede suceder facilmente si la semilla se distribuye en toda el
area sin tomar en cuenta los efectos de procedencia o los patrones de diferenciacion genética adaptativa.

Si se han establecido lineamientos de transferencia de semilla biolégicamente adecuados para las especies, deben usarse
para orientar la ubicacion de semilla obtenida en rodales sanos y vigorosos, superiores al promedio en tamario y calidad del
tronco, y representativos del area en donde se va a plantar. Siguiendo estos lineamientos de traslado de semilla, las pérdidas
de plantulas debido a una mala adaptacion se minimizaran. Con frecuencia un buen ano de produccion de semilla proveera las
cantidades adecuadas de semilla a bajo costo para satisfacer los requerimientos de plantacion de varios afios.

Las desventajas principales de la recoleccion de semillas en rodales naturales son la carencia general de control sobre la

calidad genética de la semilla y sobre la periodicidad o tamano de la cosecha de semilla. Por ejemplo, en la mayoria de coniferas
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de clima templado existe cierto grado de relacion genética entre arboles vecinos dentro del rodal. En afios de baja produccion

de polen, el cruzamiento de estos arboles vecinos tipicamente produce semilla con cierto grado de consanguinidad que germina
pobre y erraticamente (Woods y Heaman 1989), y crece lentamente (Wilcox 1983). Por lo tanto, la semilla de rodales naturales
deberia colectarse tinicamente en anos con produccion moderada o abundante de conos. La periodicidad en la produccion de
semilla puede ser un problema serio, particularmente en especies de mayores latitudes o elevaciones, como Picea glauca, donde
son comunes intervalos de 10-20 afios entre cosechas abundantes de semilla (Nienstaedt y Zasada 1990).

Cuando existe informacion sobre procedencias, la calidad genética de la semilla de rodales naturales puede mejorarse
simplemente cosechando la semilla de areas con una superioridad genética conocida. En la mayoria de las especies de clima
templado estas areas superiores cominmente ocurren en elevaciones bajas donde la productividad del sitio es alta, el clima es
favorable y el periodo libre de heladas es relativamente largo (Rehfeldt 1994). Dentro de estas areas superiores, las recolecciones
de semilla deben concentrarse en los mejores rodales y los mejores individuos dentro del rodal. Deben usarse lineamientos de
transferencia de semilla para orientar la distribucion de ésta y asegurar que cualquier ganancia genética que se acumule debido a
la seleccion fenotipica no se pierde debido a problemas de adaptacion.

Los conos de estos rodales se pueden colectar escalando los arboles, derribandolos o desde helicopteros. Actualmente,
en Columbia Britanica, en especies en que no se dispone de semilla de huertos semilleros o donde los caminos de acceso son
dificiles, la recoleccion de semilla con helicoptero en rodales naturales es todavia el método mas importante de obtener semilla
(Wallinger 1985). En general, el costo por kilogramo de semilla en recolecciones con helicéptero es ligeramente mas elevado que
las recolecciones desde el suelo, pero el aumento en los costos se compensa por la capacidad de: 1) recolectar grandes cantidades
de semilla en un tiempo corto, 2) vigilar facilmente el desarrollo de la semilla y evitar la recoleccién de semilla inmadura, y 3)

proporcionar acceso facil a rodales superiores en areas remotas.

Satisfaccion de las necesidades de semilla a corto plazo con areas de produccion de
semilla

Un paso mas alla de la recolecciéon oportuna de semillas en rodales naturales es la designacion de ciertos rodales
deseables de alta calidad, como areas de produccién de semilla (Lester et al. 1992). Estos rodales se usan ampliamente en
organizaciones con programas jovenes de mejoramiento genético, o en zonas de plantacion donde no se prevé el establecimiento
de un programa de mejoramiento genético intensivo, pero se requiere cierto nivel de mejoramiento genético. Al igual que en las
recolecciones de semilla de rodales naturales, la mayoria de las areas de produccion de semilla cominmente proporcionan semilla
en forma temporal (interina) hasta que los huertos semilleros inician la produccién. El nivel de manejo en las areas de produccién
de semilla puede variar desde ningiin manejo, hasta la seleccion intensiva de arboles semilleros, la remocion de arboles no
deseables y el uso de técnicas culturales como la fertilizacién y el anillado (obstruccién del floema) para aumentar la produccién
de semilla.

La semilla colectada en areas de produccion de semilla sin manejo tiene ventajas y desventajas similares a la recoleccion
en rodales naturales. Frecuentemente estas areas de produccion de semilla sin manejo son simplemente rodales designados para
la produccion de semilla y se cosechan cada vez que existe una produccion adecuada de conos. Si los rodales se excluyen de los
programas de cortas, se pueden considerar como una fuente de semilla bien adaptada a largo plazo de un area designada, que
puede obtenerse a un costo razonable.

En areas de produccion de semilla, la calidad genética y el tamano de la cosecha se puede mejorar y la periodicidad
se puede reducir mediante el manejo apropiado del rodal (El-Kassaby y Jaquish 1995), el uso de técnicas culturales como el

anillado (obstruccién del floema) v la fertilizacion (Graham 1985) v, en algunos casos, con la aplicacién de giberelinas AG, ,
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(Ross 1991). Al eliminar los arboles indeseables y malformados, y reducir el niimero de arboles deseables, las copas de los arboles

selectos pueden aumentar en tamano, lo cual permite mayores producciones de conos vy, en algunas especies, menos semilla
endogamica (El-Kassaby y Jaquish 1995). Ademas, en algunas especies, esta seleccién fenotipica podria resultar en ganancias
genéticas modestas en volumen, y ganancias genéticas moderadas para caracteristicas de alta heredabilidad como la forma de

tallo, habito de ramificacion y resistencia a plagas.
Localizacion, establecimiento y manejo de dreas de produccion de semilla

Idealmente, las areas de produccion de semilla deben ubicarse dentro de la zona geografica y distribucion altitudinal
adecuada al area de plantacion. Estas areas deberian ubicarse razonablemente cerca de una fuente de mano de obra y tener
buenos caminos de acceso al rodal todo el tiempo. Esto es particularmente importante si el area de produccion de semilla va a
servir como una fuente de semilla, a largo plazo, que las cuadrillas de recoleccion visitaran regularmente. Las areas de produccion
de semilla deben ubicarse en rodales o plantaciones con una densidad completa y edad suficiente (25-30+ afios) para producir
cosechas de semilla viable y tener una copa suficiente grande para producir cosechas grandes. El terreno dentro del rodal debe
ser razonablemente plano o con pendiente suave para permitir el movimiento facil de las personas, maquinaria y equipo. Las
areas normalmente son de 5 a 10 hectareas en tamanio, y deben contener muchos arboles padre bien distribuidos para reducir los
efectos de polen extrano.

Los arboles dominantes/codominantes que se seleccionan como arboles padre deben ser superiores al tamario
promedio (altura y didmetro), vigorosos, de tronco recto y cilindrico, caracteristicas de ramificacién ligeras y estar libre de
plagas y enfermedades. Deben también tener copas de tamano suficiente para producir cosechas grandes de cono. El rodal debe
contener de 100 a 150 arboles por hectareas, después del aclareo. Los arboles semilleros no deben estar agrupados, ya que esto
podria resultar en un aumento de la consanguinidad dentro del rodal. Debe dejarse una zona de proteccién (amortiguamiento)
alrededor del rodal para reducir la afluencia de polen exterior al rodal y eliminar los fenotipos inferiores en un perimetro de
cinco veces la altura promedio de los arboles. Durante el aclareo se debe tener cuidado de evitar daiios a las copas de los arboles
residuales, y de derribos posteriores por viento.

Después del aclareo toda el area de produccion de semilla debe limpiarse para reducir el peligro de incendio, la amenaza
de insectos y enfermedades y facilitar el acceso dentro del rodal. La fertilizacion con nitrato de amonio o de calcio al momento
del rompimiento de la yema vegetativa estimula la regeneracion de la copa, y en algunas especies aumenta la floracion del rodal
(Ebell 1972). Los tratamientos culturales como el bloqueo parcial del tallo (anillado) justo abajo de la copa viva (Graham 1985)

o la aplicacién de giberelinas AG, . (Ross 1991) puede aplicarse en forma aislada o en combinacién con arboles individuales para

a/7
estimular la floracion. A lo largo de la temporada de crecimiento es importante inspeccionar el rodal a intervalos regulares para
vigilar el desarrollo de la semilla, identificar cualquier plaga o enfermedad que pudiera comprometer la cosecha de semilla y, si es
necesario, realizar la accion terapéutica para reducir los efectos de estas plagas.

El método de cosechar los conos del area de produccion de semilla es principalmente una funcion de los objetivos
de manejo del area. Si el area de produccion de semilla es temporal, el drea puede cosecharse mediante derribo de los arboles
y los conos pueden recogerse en el suelo. Si el area de produccion de semilla es semi-permanente y debe administrarse para
proporcionar un abastecimiento constante de semilla de alta calidad, la colecta de conos debe realizarse escalando los arboles o,

en algunos casos, con agitadores mecanicos de arboles.
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Experiencias con areas de produccion de semilla

En los tropicos, las areas de produccion de semilla han sido relativamente exitosas, particularmente con especies de pino
introducidas (Zobel y Talbert 1984). Desafortunadamente, la experiencia en areas boreales y templadas ha tenido resultados
variables. Las areas de produccion de semilla en especies como Pinus ponderosa, P. contorta y P. monticola han sido fuentes de
semilla confiables y consistentes (Konishi 1985). Sin embargo, en otras especies occidentales como Picea glauca, Pseudotsuga
menziessii y Larix occidentalis, las areas de produccion de semilla han sido menos exitosas. En algunas de estas especies las areas
de produccion de semilla han proporcionado ocasionalmente un abasto uniforme de semilla, pero en general las cosechas de semilla
han sido esporadicas. En muchas organizaciones, las areas de produccion de semilla para estas especies se han descontinuado
o derribado al presentarse una cosecha abundante de semilla (Konishi 1985). En el oriente de Canada, donde las estructuras
reproductivas en rodales naturales de Picea glauca son dafnadas regularmente por insectos, las areas de produccion de semilla han
generado cantidades razonables de semilla. Dentro de estas areas pequefias se pueden aplicar facilmente pesticidas para proteger

la produccion de conos y semillas de los insectos daiiinos.
Satisfaccion de las necesidades de semilla a largo plazo con huertos semilleros

En muchas organizaciones los huertos semilleros son el método principal de produccion de semillas para abastecer los
programas de plantacion a gran escala y obtener las ganancias genéticas de los programas de mejoramiento genético. Estos huertos
son colecciones de arboles que se han seleccionado para caracteristicas especificas, establecidos en una localidad y manejados
para producir cosechas de semilla frecuentes, abundantes y de facil recoleccion. Los huertos se establecen generalmente para
producir semilla para una zona en particular dentro de la cual la semilla puede moverse libremente y permanecer adaptada a las
variaciones ambientales locales. Existen dos tipos de huertos semilleros (sexuales y clonales) disponibles al encargado de la
produccion de semilla. Los huertos sexuales se establecen plantando individuos por familia en un sitio. Conforme se dispone de
informacion sobre el desemperio en campo de éstas, las peores familias e individuos dentro de familias se eliminan del huerto,
dejando Unicamente las mejores para su reproduccion. Los huertos semilleros clonales se establecen por medios vegetativos,
propagando arboles selectos por medio de injertos, enraizado de estacas, o cultivo de tejidos. Existen ventajas y desventajas
en ambos tipos de huertos semilleros (Zobel y Talbert 1985). Por ejemplo, en especies con fuerte incompatibilidad de injertos
o donde la floracién ocurre en edades tempranas (como es el caso de algunos pinos), los huertos semilleros sexuales ofrecen
mayores ventajas con respecto a los huertos semilleros clonales obtenidos por injertos. Ademas en algunas especies las plantulas
pueden florear mas profusamente que los injertos (Konishi 1985). Sin embargo, si la edad de floracion se retrasa en las plantulas,
entonces los huertos clonales ofrecen mayores ventajas que los huertos sexuales. Las ganancias genéticas estimadas pueden
también ser algo mas elevadas en huertos semilleros clonales (Shelbourne 1969).

Los huertos semilleros se caracterizan tipicamente por la generacion (por ejemplo, primera, segunda o tercera)
dependiendo del ciclo de mejoramiento genético. Los huertos semilleros de primera generacion se componen de arboles que han
sido seleccionados fenotipicamente en plantaciones o rodales naturales. Las ganancias genéticas esperadas de estos huertos son
relativamente bajas, pero pueden aumentarse por aclareos genéticos (por ejemplo, eliminando padres genéticamente inferiores)
con base en informacion de las pruebas de progenie. Los huertos semilleros de segunda generacion resultan después de un ciclo
completo de seleccion, cruza y evaluacion. En términos generales, el nivel de mejoramiento genético aumenta enormemente

conforme se avanza en las generaciones de cruzamiento.
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Establecimiento y manejo de huertos semilleros

Si se espera satisfacer las demandas de semilla a largo plazo con los huertos semilleros, es necesario considerar varios
factores antes de su establecimiento. Si se cometen errores en la toma de decisiones o no se hace una adecuada planificacion
antes del establecimiento, es com(in que se obtengan resultados poco satisfactorios, o incluso fracasos completos. Una de las
decisiones mas criticas es la ubicacion del huerto. Muchos proyectos de huertos semilleros han fracasado miserablemente a causa
de una ubicacion inadecuada, particularmente cuando los huertos se establecen en sitios de bosques naturales donde es dificil o
imposible realizar practicas de cultivo. Las consideraciones importantes al evaluar la posible ubicacion del huerto semillero son:

1. Historia de floracién y clima.- Experiencias previas muestran que huertos semilleros establecidos en areas secas y calidas,
que no se exponen a heladas tardias en primavera o tempranas en el otono, producen flores abundantes en intervalos
regulares. Es importante evitar areas sujetas a vientos predominantes fuertes.

2. Suelos y topogrdfia.- Se prefieren sitios con pendientes suaves y buen drenaje, y suelos productivos, ya que en ellos se
puede trabajar facilmente con equipo y permiten un buen drenaje y aireacion.

3. Servicios.- A fin de manejar eficientemente un complejo de huertos semilleros, debe haber disponibilidad de agua con
calidad adecuada, caminos de acceso, mano de obra, equipo y los suministros adicionales necesarios.

4. Ausencia de plagas.- Las plagas y enfermedades locales pueden ocasionar problemas serios de manejo en el huerto. Se debe
evitar establecer huertos en areas con riesgo elevado de plagas.

5. Aislamiento de polen externo.- El polen contaminante del exterior del huerto semillero puede reducir seriamente las
ganancias genéticas y la adaptabilidad de la semilla producida en el huerto. Por lo tanto, cuando sea posible, los huertos
semilleros deben ubicarse en areas libres de contaminacion de polen.

6. Aislamiento de lagos y arroyos.- En muchas jurisdicciones, el interés en la proteccion ambiental puede restringir el uso de
fertilizantes, plaguicidas y herbicidas cerca de cuerpos de agua o poblaciones humanas. El estar informado y consciente de
estos intereses es critico para ubicar correctamente el sitio del huerto semillero.

Una vez que se ha ubicado el sitio del huerto semillero, es necesario determinar el tamano del complejo requerido
para satisfacer los objetivos de manejo. Para beneficiarse de las economias de escala, muchas organizaciones establecen varios
huertos para una o mas especies en un mismo sitio. Sin embargo, la desventaja de esto es la contaminacion de polen entre
huertos de las mismas especies. La determinacion del tamano de cada huerto individual es principalmente una funcién de las
necesidades de semilla a largo plazo (20 - 50 + afios) y de la produccién estimada de semilla por cada arbol individual. En la
mayoria de los programas los huertos semilleros se planifican para exceder las necesidades proyectadas de semilla. Los huertos
semilleros convencionales con arboles ampliamente espaciados pronto pierden su viabilidad econdmica y bioldgica si la superficie
es menor de dos hectareas.

Antes de establecer el huerto semillero, los trabajos iniciales en el sitio deben incluir la eliminacion de la vegetacion
(si es necesario), la preparacién del suelo, la evaluacién de la fertilidad del suelo, el establecimiento de cultivos de cobertura y
la proteccion del sitio contra incendios y vandalismo. Debe establecerse la red de caminos y colocar en su lugar los sistemas de
riego. En general, se prefieren los sistemas de riego por goteo, ya que son mas baratos, permiten aplicar estrés por sequia en
forma selectiva y requieren menos agua que los sistemas fijos de aspersion. Sin embargo, los sistemas de aspersion aérea pueden
ser necesarios para: 1) enfriar el huerto durante la primavera a fin de retrasar o sincronizar la floracién en el huerto y por medio
de eso reducir los efectos de contaminacién de polen; o 2) proteger al huerto de las heladas. En programas donde se estableceran
huertos semilleros clonales por injertos en campo sobre patrones preestablecidos, es importante plantar los patrones dos o tres

anos antes de injertar, dependiendo de la velocidad de crecimiento de la especie. Los injertos en maceta de huertos semilleros
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clonales también requieren que se desarrollen los patrones dos afios antes de injertar y de establecer el huerto (cominmente

cuando los injertos tengan 1-2 afios de edad).

La composicion genética del huerto semillero es importante, ya que influye en gran medida sobre el nivel de ganancia y
diversidad genética lograda en el huerto. Para la mayoria de los huertos clonales de polinizacion por viento, esto implica usar 20-
50 clones y plantar ramets individuales con una distancia minima de separacion para obtener el menor grado de endogamia por
cruzamiento entre individuos del mismo clon. Existen varios disefios de plantacion disponibles para minimizar el apareamiento

de individuos relacionados en huertos semilleros con polinizacion aneméfila (Giertych 1975).
Manejo del sitio

El manejo del huerto semillero es una actividad de cultivo que requiere muchas de las mismas técnicas culturales de un
cultivo agricola. Si no se tiene un manejo adecuado, se pierden las ventajas del mejoramiento genético de los arboles. Los huertos
semilleros que se plantan en sitios pobres o que tienen arboles inferiores apinados y que florean en un periodo prolongado cada
temporada no produciran semilla en todo su potencial, independientemente de la calidad genética de los padres; por lo tanto, es
necesario establecer y mantener los regimenes apropiados de manejo. Aunque las prescripciones de manejo pueden ser complejas
y variar de un sitio a otro, en todas las situaciones es importante mantener una fertilidad apropiada del suelo, controlar el cultivo
de cobertura, manejar el agua de riego y efectuar un control de plagas. Ademas, es basico asegurar que el manejo del huerto
semillero mantenga la eficiencia genética de éste, la cual representa el nivel en que la semilla del huerto semillero mantiene una
alta calidad genética y una amplia variabilidad genética.

Para lograr una eficiencia genética a plenitud deben satisfacerse ciertos criterios (Webber y Painter 1994): 1) todos los
arboles deben contribuir igualmente a la produccién de semilla, 2) la contaminacién de polen debe ser despreciable (minima),
y 3) las relaciones de consanguinidad deben mantenerse al minimo. En la mayoria de los huertos semilleros polinizados por
viento, el desbalance en la contribucion paterna y la contaminacion del polen son los dos problemas mas dificiles de manejar.
Comunmente, las relaciones de consanguinidad se controlan efectivamente mediante la distribucion de los ramets o arboles en
el huerto. Las técnicas mas cominmente usadas para superar el desequilibrio paterno y la contaminacion de polen incluyen el
enfriado del huerto con la aplicacién de riego por aspersién fina (rocio), induccién floral y polinizacién complementaria.

En Pseudotsuga menziessii, el enfriado del huerto con riego por aspersion aérea ha mostrado que retrasa la fenologia
reproductiva en 7-14 dias (Fashler y El-Kassaby 1987). Este retraso en la fenologia reproductiva redujo la contaminacion de
polen, disminuy® la longitud total del periodo de receptividad en la flor femenina y aumenté el niimero de padres con periodos
de receptividad sincrénicos. Las técnicas de induccion floral que pueden usarse comiinmente en forma aislada o en combinacion,
para mantener o mejorar la eficiencia genética, incluyen el estrés hidrico (sequia), poda de raiz, fertilizacién con nitrato de
calcio (Ebell 1972), anillado (obstruccién del floema) (Wheeler et al. 1985), e inyecciones de giberelinas AG4/7 al tronco
(Ross et al. 1985). La polinizacién complementaria, o la aplicacién generalizada de polen a flores hembras, también se ha
usado exitosamente para mejorar la produccion de semilla, controlar la composicion paterna y para reducir la autofertilizacion y

contaminacién de la semilla en los huertos semilleros (Webber y Painter 1994).
Manejo del polen

El polen esta vivo y es fragil; en consecuencia, debe manejarse adecuadamente o la viabilidad se deteriora rapidamente
(Webber y Painter 1994). El manejo del polen se refiere a la recoleccién, extraccién, prueba, evaluacién y reaplicacién de polen

almacenado o fresco. El manejo apropiado del polen es necesario en huertos semilleros jovenes polinizados por el viento, donde la
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polinizacion complementaria se puede usar para aumentar la produccion de semilla, o cuando se realizan cruzas controladas entre

padres selectos. Webber y Painter (1994) proporcionan un razonamiento detallado, descripciones, diagramas esquematicos y

fotografias en color del manejo de polen en Douglas-fir (Pseudotsuga menziessii).
Manejo de plagas

El establecimiento de los huertos semilleros es costoso y el valor de la cosecha es elevado; por lo tanto, la capacidad
para identificar y controlar las plagas en sus etapas tempranas es un aspecto basico para el manejo del huerto semillero.
Afortunadamente, debido a la facilidad de acceso y al tamano pequefio de los huertos y de los arboles del huerto, se pueden
adoptar medidas de proteccion mucho mas efectivas que las utilizadas en bosques. El personal en el sitio se puede entrenar para
que regularmente vigile los arboles y las cosechas de cono para identificar plagas y sintomas de dafo, y para tomar las medidas
de control efectivas, seguras y aceptables desde el punto de vista ambiental, cuando sea necesario.

Las plagas de los huertos semilleros se clasifican usualmente en dos grupos: agentes que dafan partes vegetativas,
y agentes que dafan a estructuras reproductivas. Tipicamente, las plagas que danan estructuras reproductivas son las mas
importantes, ya que pueden ocasionar pérdidas de semilla mayores de 50 por ciento (Zobel y Talbert 1984). Las plagas de
insectos mas comunes de los huertos semilleros incluyen: defoliadores, insectos chupadores, barrenadores de tallo y conos, y las
que se alimentan de semillas; las enfermedades mas comunes de los huertos semilleros incluyen: pudriciones de raiz, enfermedades
foliares, enfermedades de ramas y tronco y royas de conos. Otros agentes bidticos y abidticos daiinos que frecuentemente

requieren control en los huertos semilleros incluyen: mamiferos pequerios, pajaros, heladas, nevadas e incendios.
Recoleccion de conos, almacenamiento y extraccion de semilla

La recoleccion de conos constituye un problema en huertos semilleros, especialmente cuando los arboles son mas
viejos, mas altos y tienen copas amplias. Para reducir estos problemas, muchos administradores de huertos semilleros controlan
la altura de los arboles mediante podas del brote principal, y formacion y reorientacion de ramas. A la fecha, los esfuerzos para
desarrollar y utilizar patrones enanizantes y retardantes del crecimiento para controlar la altura de arbol no han sido efectivos.
En la mayoria de los huertos semilleros donde los arboles permanecen altos, los conos se cosechan comiinmente a mano desde
escaleras o elevadores mecanicos. Debido a que el desarrollo de la semilla generalmente varia entre clones, en afios de cosechas
abundantes de semilla es necesario realizar evaluacion de madurez de semilla para priorizar la cosecha. Cuando la cosecha de
semilla ha madurado totalmente, los conos se cortan cuidadosamente, asegurando que los arboles no se danen, y se almacenan
en cobertizos libres de roedores, bien ventilados y frescos. Siempre debe tenerse un cuidado extremo para evitar que los conos

se calienten. La semilla debe extraerse, limpiarse y almacenarse lo antes posible.
Evaluacion y certificacion de la cosecha de semilla

En muchas partes del mundo la semilla obtenida de los huertos semilleros recibe una evaluacion y certificacion con
base en el origen de la semilla, la germinacion de la semilla, otros factores bioldgicos que influyen sobre la produccion del huerto
(por ejemplo, nimero de conos en floracién, fenologia de los periodos de receptividad, nivel de contaminacién, y polinizacién
complementaria), y mérito (valor) genético del huerto semillero. En este caso, el mérito genético comlnmente representa el
valor reproductivo promedio de los padres en caracteristicas tales como forma o altura del arbol. En el mercado de semilla actual,

donde se pagan precios elevados por semilla con un mérito genético alto, es importante desarrollar un sistema de certificacion de
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semilla que utilice las normas y protocolos de certificacion aceptados; ademas, es critico que el desempeiio del lote de semillas se

refleje en forma precisa en su certificacion.
Elaboracion y archivo de registros

Es esencial mantener registros precisos para generar un historial del huerto semillero y una base de datos sobre la que se
puedan definir las recomendaciones y actividades futuras de manejo. En general, es importante registrar la informacion basica de
clima, actividades de manejo (por ejemplo, riego, fertilizacion, control de plagas, podas, aclareos genéticos, etc.), e informacion
sobre el material genético del huertos (por ejemplo, informacién sobre floracién, produccién de conos, susceptibilidad a
insectos y enfermedades, e incompatibilidad de injertos). En la actualidad es relativamente facil capturar esta informacién con

computadoras personales y cargadores electronicos de datos.
Nuevas tecnologias en huertos semilleros

La tendencia en los huertos semilleros de polinizacién por viento es hacia el aumento en la densidad de plantacion y
alguna forma de control de la altura de los individuos. Dentro de los beneficios de este sistema, se espera reducir los costos de
recoleccion de conos, aumentar la densidad natural de la nube de polen, reducir el uso del terreno y minimizar las cantidades
requeridas de pesticidas. Sin embargo, quizas los aspectos mas excitantes del manejo de huertos semilleros en la actualidad son
los nuevos disefios de huertos vy las tecnologias desarrolladas para superar los problemas inherentes asociados con los huertos
semilleros convencionales polinizados por viento, y la obtencion de las ganancias genéticas en forma mas rapida de los programas
de mejoramiento genético avanzados. Como se menciond anteriormente, estos problemas incluyen: 1) contaminacién de polen,
2) contribucién desigual de polen y semilla de diferentes clones, 3) produccién retardada de flores debido a una ubicacién
inadecuada del huerto, 4) incompatibilidad de injertos, y 5) largos periodos de rotacién del huerto requeridos para justificar los
costos de establecimiento.

Un enfoque nuevo para obtener mejores niveles de ganancia genética y lograr un control completo sobre el pedigree de |a
semilla es mediante los huertos semilleros de polinizacion controlada. En este sistema los arboles del huerto se mantienen pequerios
mediante podas y los clones de alto valor reproductivo se cruzan en condiciones controladas para producir cantidades pequenas
de semilla "élite". Esta semilla se usa posteriormente en las plantaciones o con fines de multiplicacion mediante propagacion
vegetativa. En programas de huertos semilleros donde las rotaciones de clones se pueden reducir, los huertos pequefios o micros
son efectivos para asegurar altas ganancias genéticas (Carson et al. 1990) En este sistema, se establecen bloques mono-clonales
de injertos en densidades elevadas que se polinizan manualmente sin aislamiento y que se manejan en rotaciones cortas (4-6
anos). Un tercer ejemplo de la nueva tecnologia de los huertos semilleros es el desarrollo de éstos en envases. En este sistema los
arboles se mantienen en recipientes, mediante podas se conservan pequerios y se trasladan a invernaderos en donde se utilizan
tratamientos de estimulacion floral y polinizacion controlada. Para algunas especies, el sistema de huertos semilleros en envases
permite aumentar la produccion de semilla, reducir los problemas de plagas, mejorar la eficiencia genética y ofrece una oportunidad

para integrar rapidamente nuevo material genético al huerto, conforme se dispone de él.
Desempefio de los huertos semilleros

En muchos programas de mejoramiento genético de arboles, los huertos semilleros convencionales polinizados por

viento han sido vitales para la produccion de semilla bien adaptada, genéticamente diversa y mejorada para los programas
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de plantaciones. De hecho, en muchos programas en todo el mundo los huertos semilleros proporcionan la semilla mejorada

suficiente para satisfacer las necesidades de plantacion de organizaciones completas; ademas, varios de estos programas se han
movido exitosamente a huertos semilleros de segunda generacion o de generaciones avanzadas con disefios alternos, donde las
ganancias genéticas estimadas vy realizadas han sido espectaculares. En huertos semilleros de polinizacion controlada de Pinus
radiata en Nueva Zelanda, Carson et al. (1990) estimé una ganancia en volumen de 30 por ciento con respecto al material no
mejorado. En Columbia Britanica, Canadd, 27 de los 250 millones de plantulas que se plantaron en 1994 en toda la provincia se
derivaron de huertos semilleros. Se espera que esta proporcion aumente rapidamente conforme los huertos semilleros jovenes

establecidos en el interior de Columbia Britanica alcancen plena produccion de conos.

Conclusiones

Independientemente del método usado, la adquisicion de semilla de alta calidad para plantaciones nunca es simple.
En todas las situaciones se requiere de planificacion y esfuerzo considerables por parte de personal inteligente, bien entrenado
y entusiasta. Este hecho no debe pasar inadvertido. Aunque siempre existen factores bidticos y abidticos que influyen sobre
el método de adquisicion de semilla, es importante reconocer que existe una relacion positiva entre el costo de la semilla y el
nivel de ganancia genética derivado de cada opcion. La semilla de rodales naturales es relativamente barata en su obtencion,
pero ofrece un minimo de mejoramiento genético. La simiente de huertos semilleros es costosa de producir, pero ofrece una
gran oportunidad de mejoramiento genético. Si se elige la opcion del huerto semillero como el método de produccion de semilla
mejorada, es importante que los huertos operen en apoyo de un programa de mejoramiento genético y que los programas
silvicolas también se realicen en forma adecuada. Si el proyecto entero se planifica y se ejecuta adecuadamente, el esfuerzo de

reforestacion sera exitoso, lucrativo y aceptable tanto ambiental como socialmente.
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Resumen

La conservacion ex situ de germoplasma es considerada como un medio viable para la preservacion de los recursos,
aunque esto puede ser usado como una estrategia complementaria a la conservacion in situ y otras medidas de conservacion
ex situ de semillas de arboles, debido a los prolongados procesos de regeneracion. La longevidad de las semillas de arboles
almacenadas es influida principalmente por la calidad genética y fisioldgica, las condiciones de almacenamiento y los métodos
de conservacion. Actualmente, el método mas adecuado para la conservacion de semillas ortodoxas es una combinacion de
desecantes, con un bajo contenido de humedad (5 por ciento o menos) y su almacenamiento en envases sellados a temperaturas
bajo cero (-150 a -196 °C). En contraste, las semillas recalcitrantes pueden ser preservadas disecando embriones extirpados a
bajos contenidos de humedad (15-20 por ciento del peso fresco), esterilizindolos y almacenandolos bajo condiciones de crio-
conservacion.

Los cultivos in vitro se pueden conservar a corto (1 semana a dos meses) y a mediano plazo (2 meses a dos afios)
manipulando las condiciones de crecimiento. La conservacion a largo plazo de cultivos in vitro se puede lograr usando condiciones
de almacenamiento criogénico. El éxito de la crio-conservacion se relaciona con la habilidad para minimizar la formacion de hielo
en los espacios intercelulares de los tejidos, ya que existe el problema potencial de un estrés letal. Esto puede lograrse desecando

el tejido a aproximadamente 5 por ciento del contenido de agua o con una infusion de los tejidos con criopectantes.
-y
Introduccion

El germoplasma forestal es un recurso valioso y limitado, que incluye al polen, semillas, partes vegetativas, asi como al cultivo
de tejidos. El almacenamiento ex situ del germoplasma puede ser considerado como una medida viable para la conservacion
de los recursos, aunque éste puede solamente ser usado como una estrategia complementaria a la conservacion in situ y a
otras medidas de conservacion ex-situ de semillas, de arboles, debido a sus prolongados periodos de regeneracion. La calidad
del germoplasma es primariamente influida por tres factores basicos: recoleccién, manejo y procesamiento, y conservacion.
Estos factores estan fuertemente relacionados, ya que sus efectos son acumulativos, con un creciente impacto en la calidad
de las semillas. Una alta calidad del germoplasma se puede lograr cuando todos los requerimientos y condiciones de estos
factores se cumplen satisfactoriamente. La calidad del germoplasma es especialmente importante cuando se destina con fines
de conservacion ex situ.

En este documento nosotros revisamos los factores que afectan la calidad del germoplasma, con especial referencia a las
semillas y cultivos in vitro. Asimismo, se discuten estrategias apropiadas para la obtencion y mantenimiento de una alta calidad

del germoplasma.
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Factores que afectan la calidad de la semilla del arbol

Los efectos de los tres factores principales que influyen en la calidad de la semilla del arbol inician con el periodo de colecta
de ésta, y contintian a través del manejo y proceso de almacenamiento. Cuando todos los requerimientos han sido cubiertos
satisfactoriamente en cada fase, dara como resultado una alta calidad del germoplasma del arbol para una eficiente produccion
de semilla; asimismo, para el almacenamiento a largo plazo y la conservacidn ex situ del germoplasma (figura 1). A continuacidn

se discuten estos factores en forma individual y detallada.

Figura 1. Factores que influyen sobre la calidad de la semilla en especies forestales.

Recoleccion de semillas

La recoleccion de las semillas del arbol requiere de una cuidadosa planeacion, organizacion y una adecuada ejecucion en
tiempo. La regla de las 6 preguntas nos da una sencilla pero confiable guia para realizar esta actividad. Estas preguntas son: ;Por
qué? (objetivo), ;Qué? (especies), ;Cuales? (rodales y arboles), ;Dénde? (fuente de semillas), ;Cuando? (fecha) y ;Quién?

(recolectores).

Objetivos de la recoleccién (¢Por qué?)

En cualquier programa de recoleccion de semillas de especies forestales el objetivo especifico debera definirse claramente desde
el principio, antes de continuar con otros aspectos de la planificacion, ya sea para investigacion, conservacion de germoplasma o
para programas de reforestacion.

Especies a ser recolectadas (;Qué?)

Una vez que el objetivo de la recoleccion se ha definido, el siguiente paso es la seleccion de especies a recolectar. Esto es

relativamente simple si las especies a ser recolectadas son nativas, pero una cuidadosa seleccion es necesaria para garantizar
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una especie bien adaptada en el caso de que sean exoticas. Por ejemplo, la introduccion de especies de rapido crecimiento de

Eucalyptus y Acacia a Taiwan ha estado resultando en una completa falla debido a su intolerancia a los tifones. En el este de Africa,
plantaciones de Pinus radiata tuvieron que ser abandonadas debido a los severos ataques de las hojas causados por Dothistroma
pini (Willan 1985). Cuando las especies seleccionadas tienen que ser obtenidas de otros paises, deberia considerarse un plazo

de dos afos.
Fuente de semillas (;Dénde?)

Cuando se va a recolectar semilla en rodales naturales, no hay duda de que las poblaciones locales son las mas adecuadas, vy
se utilizan para obtener plantulas para regenerar las mismas areas. Cuando las semillas de especies exdticas tienen que ser
obtenidas de otros paises, debera hacerse una cuidadosa seleccion de las procedencias. Esto puede ser ejemplificado por un gran
nimero de procedencias de Tectona grandis disponibles en la India (Willan 1985). Después de muchos afios de investigacion en
procedencias, se ha demostrado que sélo ciertas fuentes de semillas de especies exoéticas tales como Pinus caribaea y P. oocarpa

de Centro América, y de Eucalyptus y Acacia de Australia se han adaptado a diferentes paises importadores.
Rodales y caracteristicas de arboles padre (;Cuales?)

En recorridos previos a la recoleccion, los rodales con muchos arboles con flores masculinas y con caracteristicas fenotipicas
superiores son deseables para una buena recoleccién de semillas. Una distribucion regular de los arboles con abundantes conillos
masculinos entre un rodal, facilita una polinizacion cruzada y contribuye a obtener una mayor variacion genética en un lote de
semillas. Rodales compuestos de un pequeiio niimero de arboles padres o arboles aislados no son deseables para la recoleccion.

La recoleccion dentro de un rodal debera hacerse en arboles maduros, fenotipicamente superiores, con buena forma,
arriba del promedio de la tasa de crecimiento, saludables y vigorosos, resistentes a plagas y a otros agentes daninos. Los arboles
padres de los cuales las semillas van a ser recolectadas deben estar homogéneamente distribuidos, con una distancia al menos
de 50-100 metros entre ellos. Entre mas grande sea la distancia entre los arboles padres dentro del rodal, mas grande sera la
posibilidad de tener una diferente constitucion genética (Kioko et al. 1993).

La estrategia de muestreo y la intensidad de la recoleccion de semilla dependen en gran medida de los objetivos de la
recoleccion, ya sea para programas de reforestacion a gran escala, introduccion de especies, ensayos de especies y procedencias,
o para conservacion de los recursos genéticos. Las recolecciones para la operacion de programas a gran escala, usualmente
requieren de grandes cantidades de semilla de fuentes o rodales especificos con una estrategia de muestreo por superioridad
(seleccién limitada de fenotipos superiores de una subpoblacién). Aqui se pone énfasis en las caracteristicas deseables con una
alta heredabilidad.

Por otro lado, las recolecciones para la conservacion de los recursos genéticos requieren de un muestreo al azar y
recolectar tantas semillas como sea posible, de cuando menos 50-100 arboles padres por poblacién o "pool” génico a lo largo
del area de distribucién natural de las especies (Willan 1985). Por otra parte Hawkes (1980) sugiere que el niimero de semillas
por poblacién y almacenamiento debera ser de 25,000 para poblaciones heterogéneas y 10,500 para poblaciones homogéneas.
Kioko et al. (1993) recomiendan que la recoleccién debera hacerse al menos de 30 arboles madre bien distribuidos en una
poblacion para minimizar el riesgo de una reducida variacion genética. Asimismo, ellos sugieren que una cantidad igual de frutos
sea colectada de cada arbol madre para asegurar un igual componente genético en la poblacion. En recolecciones realizadas
en huertos semilleros, debera incluirse un minimo de 30 arboles padres bien distribuidos después de que se ha observado una

distribucién regular de flores femeninas y masculinas (Kioko et al. 1993).
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Cuando se recolecte en algunas especies tropicales tales como Belian (Eusideroxylon zwageri), la cual produce pocos

frutos en un afio semillero en Sarawak, Malasia, se pueden emplear otras estrategias diferentes de muestreo.
Fecha de recoleccion (;Cuando?)

Existen dos factores a considerar al momento de recolectar las semillas, uno de ellos es el afio semillero. Para asegurar la mayor
ganancia genética y fisiologica de las semillas, las recolecciones deberan hacerse en anos con buena floracién y una gran cosecha
de frutos, ya que es facil seleccionar los arboles madre, con alto porcentaje de germinacion de semillas, y con menor oportunidad
de endogamia y ahorros en el tiempo de recoleccion y costos (Wang 1976; Turnbull 1975). El segundo factor es la fecha de
recoleccion, la cual debera coincidir con la maduracion de las semillas. Para la mayoria de las especies, los maximos valores en
el desarrollo de las semillas, germinacion y vigor se alcanzan en la madurez; por lo tanto, es necesario cosechar las semillas
oportunamente; no muy temprano, cuando las semillas estan inmaduras, y no muy tarde, para evitar la pérdidas por dispersion.

Existen muchos indices de madurez y otros métodos desarrollados para ayudar a la oportuna recoleccion, desde analisis
en laboratorio del peso seco y fresco de las semillas, hasta cambios bioquimicos, contenido de humedad del fruto, desarrollo
anatomico en pruebas de campo empleando la gravedad especifica de frutos, o el corte de la testa para examinar el contenido
de la semilla y el color de los frutos (Willan 1985). En Tailandia, los frutos de la Teca (Tectona grandis) son suficientemente
maduros entre los 120-130 dias después de la polinizacion, pero solamente deben ser cosechados cuando alcanzan su maxima
tasa de germinacion en abril (Hedegart 1975). En Malasia, el periodo de tiempo entre la polinizacién y la madurez de las semillas
varia entre tres semanas para Pterocymbium javanicum, hasta once meses para Diosperos maingaryi (Ng y Loh 1974 citados
por Willan 1985). Por lo tanto, se requiere de un conocimiento previo para establecer un programa de reconocimiento efectivo
y periddico (Willan 1985).

Para algunas especies tales como Hopea ferrea en Tailandia, la época de recoleccién mas adecuada es muy corta (7-14
dias) e inicia la pérdida de viabilidad después del quinto dia de recolectada (P. Pukittayacamee, comunicacién personal, 1991).
Existe un problema especial en la maduracion de semillas de Pinus merkusii en Indonesia, donde las semillas maduran a través del
afio, por lo que la recoleccién puede realizarse durante los meses en los que los conos son de color café y café-verdoso (Arisman

y Powell 1986).
Métodos de recoleccion (;Cémo?)

Los métodos y equipo usados para la recoleccion de semilla dependen del tipo de rodal, patrén y posicion de los frutos en la copa
del arbol, disponibilidad de mano de obra calificada y equipo, caracteristicas en el desprendimiento de la semilla y del terreno.
Basicamente, las semillas se recolectan normalmente ya sea del suelo o de los arboles en pie. La recoleccion de semillas del suelo
puede realizarse después de la caida del fruto en forma natural o golpeando las ramas con garrochas de bambu para hacer caer
las semillas sobre una manta alquitranada colocada bajo el arbol. Las recolecciones manuales también pueden realizarse después
del aprovechamiento del arbol, aunque es importante saber el periodo de aprovechamiento, para evitar el riesgo de recolectar
semillas inmaduras. Sin embargo, cuando se realiza la recoleccion de frutos del suelo que han caido en forma natural, es esencial
cotejar la calidad de la semilla antes de la recoleccion, debido a la caida de frutos inmaduros. Por ejemplo, observaciones hechas
en la maduracion de frutos en Teca en una investigacion en Tailandia indicaron que, aunque la caida natural del fruto empieza
en marzo, las semillas mas viables son de los Ultimos frutos que caen (en abril) (Hedegart 1975). Esto también es cierto con la
dispersion temprana de bellotas de Quercus en Norteamérica.

Las recolecciones de conos serotinos de Jack pine (Pinus banksiana) y Lodgepole pine (Pinus contorta), o semi-serotinos
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de Black spruce (Picea mariana) se hacen satisfactoriamente en Canada con un método de recoleccién semi-mecanizado, en

el cual las puntas de los ramas con conos se cortan y se colocan en rodillos de lavadora con dos pernos girando en direcciones
opuestas. En Europa, algunas de las semillas mas grandes, tales como las nueces del haya (Fagus sylvatica) y bellotas de encino,
se recolectan del suelo después de su dispersion natural con una potente aspiradora portatil. En el sur de los Estados Unidos, los
agitadores mecanicos de arboles son ampliamente usados para recolectar conos y semillas en huertos semilleros, donde los conos
de Pinus elliottii y Pinus palustris se pueden separar facilmente sacudiendo el arbol y recogiéndolos del suelo. En el caso de Pinus
taeda y P. echinata, las semillas maduras en el huerto se pueden obtener con ayuda de un agitador de conos en el arbol, para
después ser recogidas del suelo por un sistema de redes de recuperacion (Willan 1985).

La recoleccion de semillas de arboles en pie es menos eficiente y mas costosa que la recoleccion del suelo; sin embargo,
en muchas ocasiones la primera es necesaria cuando las semillas tienen que conservarse para recolecciones continuas, debido
a que son valiosas por ser de arboles "plus” seleccionados, arboles semilleros en los huertos, por ser muy pequenas y faciles de
dispersar por el viento (por ejemplo, Cupressus spp., Casuarina spp., Eucalyptus spp., Picea spp., Larix spp., Abies spp.), o porque
se trata de semillas recalcitrantes de corta vida, susceptibles de pudrirse en el suelo (por ejemplo, Prunus africana; Kioko et al.
1993).

En el caso de arboles con ramas bajas, los frutos se pueden recolectar directamente del suelo o con ayuda de escaleras
y sierras podadoras con mango largo. Para arboles altos, las recolecciones cominmente se llevan a cabo escalando los arboles
con equipo de seguridad (Yeatman y Nieman 1978), bicicletas para arboles, equipo hidraulico o cosechadoras de cerezas. En
el caso de pequeiias cantidades de semillas requeridas para ensayos de procedencias o conservacion de recursos genéticos de
arboles localizados en areas incomunicadas, la recoleccion puede hacerse empleando un helicéptero (Gunn et al. 1987) o con
una cosechadora de conos canadiense en forma de rastrillo, movida por un helicoptero. La recoleccion de pequenas cantidades
de semilla con fines de investigacion puede realizarse disparandoles a las ramas que tienen conos con un rifle equipado con mira

telescopica.
;Quién hace la recoleccion?

Como ha sido indicado por Kemp (1975), la recoleccién y el manejo subsiguiente de las semillas recolectadas son de gran
responsabilidad operativa. Debido a que el conocimiento exacto y el control sobre el origen y tratamiento de las semillas son
muy importantes para la continuacion de la investigacion, el grupo recolector debera estar entrenado con mucho cuidado,
especialmente cuando la recoleccion de semillas es de arboles en pie, los cuales deben ser escalados. El grupo de recoleccion
debera estar constituido por un supervisor, de dos a tres escaladores de arboles con conocimiento, habilidades y experiencia
en la identificacion de las especies requeridas, distinguiendo arboles padres deseables de los indeseables y frutos maduros de

inmaduros, asi como en la utilizacion de equipo de seguridad para escalar.
Documentacion

La documentacion de las especies recolectadas, fuente de semillas, designacion del lote de semillas, localidad, tamario de la
fuente, nombre de propietario y contacto personal en el sitio a recolectar, datos generales (origen, procedencia, edad, manejo),
datos ecologicos del sitio, calidad de los arboles semilleros, fenologia, y otros, debe realizarse durante la recoleccion. Los frutos
recolectados deben ser identificados adecuadamente y etiquetados en el campo, antes de que sean almacenados temporalmente
o transportados a una planta procesadora. Normalmente, existen disponibles registros de semillas o formas para recoleccion, para

anotar la informacion esencial relacionada con la recoleccion; de otra manera los lotes de semillas no tienen valor.
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Maduracién artificial

Para especies nativas con un periodo corto de crecimiento o con periodos cortos de recoleccion, los frutos pueden cosecharse
antes de que alcancen la madurez. Tales frutos colectados inmaduros pueden madurarse artificialmente para producir semillas
de buena calidad. El proceso es relativamente sencillo y consiste en el almacenamiento de dichos frutos en un ambiente bien
ventilado y fresco con temperaturas de 5 a 10 oC y humedades relativas de 65-75 por ciento (Bonner 1980). Muchas especies
han sido probadas con éxito, incluyendo Picea glauca, Pinus resinosa, Liquidambar styraciflua, Liriodendron tulipifera, y muchas

otras especies de maderas duras.
Manejo y Procesamiento
Manejo

Aunque todos los frutos recolectados deben manejarse adecuadamente de acuerdo con los requerimientos especificos de cada
especie, es importante tratar con mucho cuidado el alto contenido de humedad de las semillas de las especies recalcitrantes, a fin
de mantener su viabilidad y vigor. De acuerdo con Kioko et al. (1993), el contenido de humedad de los frutos recién cosechados
en el trépico africano varia desde 15 por ciento (peso fresco) en semillas ortodoxas hasta 50 por ciento en semillas recalcitrantes.
Los autores consideran que un alto contenido de humedad en la semilla es el factor mas critico en su manejo antes de procesarla, y
senalan la importancia de mantener un adecuado balance entre el contenido de humedad de la semilla, temperatura y ventilacion,
para evitar su sobrecalentamiento, sofocacion o ataque de hongos. En un estudio muy reciente sobre la desecacion de semillas
de Neem (Azadiratchta indica var. siamensis) en Tailandia, se encontrd que los frutos recolectados recientemente no se deben
dejar en bolsas de polietileno cerradas, con el fin de evitar la fermentacion durante los procesos de recoleccion, transportacion
o almacenamiento temporal (datos no publicados del Dr. K.M Paulsen, DANIDA, 1994). Para la mayoria de las semillas
recalcitrantes, es muy importante mantener el contenido original de humedad y secarlas paulatinamente después de madurarlas
en capas delgadas en un lugar fresco y a la sombra para prevenirlas de sofocacién (Kioko et al. 1993). Se ha encontrado que la
sensibilidad a la desecacion en semillas recalcitrantes se debe a la iniciacion del proceso de germinacién asociada antes o después
de la dispersién natural (Farrant et al. 1988). Maury-Lechon et al. (1981) encontraron que temperaturas de 39 oC durante la
transportacion de semillas, aceleraron el efecto de envejecimiento en Shorea parvifolia, pero no ocurrié lo mismo con semillas
de Dipterocarpus humeratus, y recomiendan el uso de recipientes refrigerados para la transportacion de semillas recalcitrantes
recién colectadas. En almacenamiento temporal, las semillas recalcitrantes deben mezclarse con un sustrato hiimedo en bolsas
delgadas de plastico sin cerrar. En la zona subtropical de Taiwan, muchos de los frutos recalcitrantes fueron recolectados antes
de que alcanzaran el estado de maduracién completa con diferentes grados de madurez; posteriormente estos frutos fueron
madurados artificialmente empleando bambdi o cubetas de plastico con riegos de agua pulverizada en forma intermitente en un
invernadero de plastico ventilado, hasta que alcanzaron la maduracion total, cambiando su coloracién de verde o amarillo a café,
morado o negro (por ejemplo, Machilus Kusanoi, Neolitsea variabilliam, Podocarpus macrophylus, Taxus celebica) (Chieny Lin
1994).

Las semillas ortodoxas también deberan secarse con aire, en costales de yute o con bolsas de algodon, o bien en charolas
de tela en un lugar frio y sombreado con buena ventilacion. Los frutos deberan distribuirse en el suelo o en charolas especiales.
Los frutos de la mayoria de las especies ortodoxas pueden secarse a la luz directa del sol sin riesgo alguno; sin embargo, se debe
de tener cuidado con los conos recién colectados de Picea glauca, los cuales cominmente tienen un alto contenido de humedad

y requieren ser secados con aire seco en capas delgadas sobre lonas o charolas, con movimientos frecuentes de los conos. En el
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caso de frutos frescos y con pulpa, tales como la cereza (Prunus spp., Podocarpus falcatus, Olea spp.), se les debera quitar la pulpa

tan pronto como sea posible para evitar la fermentacion o el posible inicio de los mecanismos de dormancia (Kioko et al. 1993).
Maduracion de post-cosecha

La calidad de las semillas de muchas especies ortodoxas y recalcitrantes es afectada fuertemente por la maduracion de los frutos
después de cosechados. Resultados recientes sugieren que la maduracion de post-cosecha es esencial para lograr un maximo de
germinacion de semillas de especies ortodoxas de Picea glauca (Caron et al. 1990; 1993), Abies procera (Rediske y Nicholson
1965), Pinus strobus, Pinus palustris y Pinus taeda (Bonner 1991) y semillas recalcitrantes de Hopea helferi y Hopea odorata
(Tang y Tamari 1973) y Shorea roxburghii (Panochit et al. 1986). Aparentemente, la materia orgénica es translocada de los

conos a las semillas durante el proceso de maduracién de post-cosecha (Rediske y Nicholson 1965).
Procesamiento

Los efectos del procesamiento sobre la calidad de la semilla varian de acuerdo con el grado de madurez del fruto en el momento
de la recoleccioén, del contenido de humedad de la semilla y del manejo y tratamiento que hayan recibido antes del procesamiento
(Allen 1957). Es claro que si los frutos no se recolectan y manejan adecuadamente, éstos seran mas susceptibles a dafios durante
el procesamiento, y por lo tanto la calidad de la semilla sera pobre al momento del almacenamiento.

El principal dafo potencial durante el procesamiento de semillas ortodoxas (principalmente coniferas), es una asociacién
de las altas temperaturas en el horno vy la condensacion. Es bien sabido que cuando las semillas estan completamente maduras
y bien tratadas, son menos susceptibles al dafio por calor en el horno de secado (40-60 oC). En el caso del procesamiento de
conos serotinos de Pinus contorta, primero se exponen a temperaturas de 230 oC por 1 6 2 minutos, para luego secarse en el
horno a 60 oC por espacio de 16-24 horas. Recientemente, se descubrié que un periodo de quema de 1.5 minutos seguido de
16-24 horas de secado de los conos a una temperatura de 60 oC en un horno giratorio, que permita remover inmediatamente
las semillas liberadas, produjo semillas de Pinus contorta con mayor germinacién y vigor (Wang et al. 1991).

La mayoria de las semillas de maderas duras de frutos sin pulpa o vainas, pueden secarse al aire en el sol o bajo calor
artificial que no exceda de 45°C (Bonner, 1980; Kioko et al. 1993). La otra fuente potencial de dafo para las semillas en
procesamiento es la resequedad provocada por ventiladores mecanicos, donde las alas y cubierta de las semillas se remueven.
Este proceso de ventilacion frecuentemente trae como consecuencia un cierto porcentaje de semillas trituradas, fisuradas o
severamente cubiertas con un capa de polvo. Las semillas dafiadas normalmente muestran una germinacion reducida y poco
vigor (Allen 1957). Sin embargo, el dafio por ventilacién puede evitarse con el uso de ventiladores himedos (Wang 1973).
Después del ventilado, las semillas se limpian con limpiadores con navajas, o con una aspiradora de aire para obtener semillas
puras, limpias y completas. Si se requiere, posteriormente se puede realizar otra limpieza y seleccion por tamafio con una mesa
de gravedad especifica. Una innovacion a la mayoria de las plantas procesadoras de semillas es el liquido separador sueco, el
cual puede remover efectivamente las resinas. Algunas de las semillas aladas de hoja ancha tales como Acer saccharum y Schima
superba pueden limpiarse con el liquido de flotacién (Carl 1976; Wang, datos no publicados, 1994). Frutos carnosos o con
pulpa se encuentran cominmente tanto en especies ortodoxas como recalcitrantes; dichas semillas deben ser procesadas tan
pronto como sean cosechadas a fin de obtener una alta calidad. El retraso en el procesamiento puede resultar en una baja calidad
de semillas, debido a la fermentacion o al sobrecalentamiento, y la pulpa o carne puede contener quimicos que pueden inducir
mecanismos de latencia (Kioko et al. 1993). El procesamiento de frutos carnosos o con pulpa, normalmente requiere del remojo

en agua fria por 24 horas hasta que la carne o pulpa se ablande; después, las semillas se extraen con la mano frotando los frutos
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en un tamiz de alambre y separando los desechos con agua (Kioko et al. 1993). Las semillas de Azadirachta indica, Prosopis spp.,

Melia azedarach, y Podocarpus falcata pueden extraerse con esta técnica; también se pueden extraer con un depurador de café

adaptado, un macerador o un mortero.
Acondicionamiento

El acondicionamiento es la tltima fase en el procesamiento de semillas. Es especialmente necesario cuando se emplean los
procesos de ventilacion hiimeda o liquido separador; es decir, practicamente para todas las semillas de coniferas. El objetivo del
acondicionamiento es reducir el contenido de humedad de la semilla de todas las especies ortodoxas a aproximadamente 5 por
ciento (peso fresco) para que el almacenamiento sea efectivo. En el caso de las semillas de maderas duras, el acondicionamiento
puede ser util para una posterior desecacion, a un contenido de humedad aceptable si el secado con aire no puede obtener los
niveles de humedad requeridos. En la practica, el acondicionamiento es comtinmente realizado en una secadora caliente a 30-35

oC durante 24-48 horas.
Almacenamiento de semillas

El objetivo del almacenamiento para la conservacion de las semillas forestales es mantener su calidad genética v fisiologica
original hasta que sean usadas o puedan ser regeneradas. Para satisfacer este requisito es necesario considerar los principales

factores genéticos y ambientales que afectan a las semillas de los arboles durante el almacenamiento.
Factores genéticos

La longevidad de las semillas en almacenamiento esta controlada genéticamente y varia segtn la especie, aun bajo condiciones
optimas de almacenamiento. Basandose en la longevidad y caracteristicas del almacenamiento, las semillas pueden clasificarse
en diferentes grupos segun algunos investigadores. Roberts (1973) y Ellis et al. (1990) clasificaron a las semillas en general en
tres grupos: ortodoxas, recalcitrantes e intermedias; mientras que Bonner (1990) las clasificé en cuatro categorias principales:
ortodoxas verdaderas, subortodoxas, recalcitrantes templadas y recalcitrantes tropicales.

Las semillas ortodoxas verdaderas se caracterizan por su extrema tolerancia a la desecacion, bajas temperaturas de
almacenamiento y capacidad de retencion de viabilidad y vigor; asi como un largo tiempo bajo almacenamiento en seco, con bajas
temperaturas y en condiciones cerradas (ej. la mayoria de las coniferas y maderas duras de semillas pequeias).

Las semillas subortodoxas se caracterizan por su tolerancia a la desecacion, bajas temperaturas de almacenamiento y
capacidad de retencion de viabilidad y vigor de 2-12 anos. Las semillas de algunas especies en este grupo también contienen
muchos lipidos (por ejemplo, Juglans nigra y algunas especies de Carya) o por su tamafio pequefio con cubierta delgada (por
ejemplo, Populus spp., Salix spp.).

Las semillas recalcitrantes templadas se caracterizan por su sensibilidad a la desecacion, pero pueden tolerar
temperaturas de almacenaje cercanas a la congelacién. Requieren altos contenidos de humedad, de 35-50 por ciento (peso
fresco), e intercambio de gas para mantener su viabilidad y vigor por un periodo de 12-30 meses (por ejemplo, Acer saccharum,
Aesculus hippocastanum, Quercus spp.).

Las semillas recalcitrantes tropicales se caracterizan por su gran tamano, alta sensibilidad a la desecacion y bajas
temperaturas de almacenamiento (por debajo de los 4 oC para algunas especies y abajo de los 16 oC para muchas otras),

requerimientos de altos contenidos de humedad (45-65 por ciento) e intercambio de gas para mantener su viabilidad y vigor
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hasta por un ano en almacenamiento. Estas semillas requieren ser almacenadas con sustrato hiumedo. La mayoria de las semillas

de arboles de Dipterocarpaceae y Araucariaceae son recalcitrantes tropicales y su longevidad varia de 14 a 365 dias (Tompsett
1987).

Aunque los dos tipos de semillas recalcitrantes son susceptibles a la desecacion y al almacenamiento a bajas temperaturas,
la aparente diferencia entre ellas parece ser la alta sensibilidad a la desecacion y a las bajas temperaturas de almacenamiento, y
una menor longevidad de las recalcitrantes tropicales. Cabe sefalar que estas clasificaciones pueden cambiarse en la medida de

que se disponga de mas informacion.
Factores ambientales

Entre los muchos factores ambientales, la calidad inicial de la semilla, el contenido de humedad y los métodos de almacenamiento

y temperatura son considerados los mas importantes en la conservacion de germoplasma.
Calidad inicial

Para mantener la mayor longevidad de las semillas de las diferentes especies almacenadas, una alta calidad inicial es un prerrequisito
antes del almacenaje (IBPGR 1982); esto sélo se puede lograr a través de un cuidadoso control de la calidad genética y fisiolégica
original a lo largo de las diferentes etapas de recoleccion, manejo y procesamiento. Partiendo de que el envejecimiento es un
proceso natural e irreversible, entre mayor sea la calidad inicial de las semillas y mejores las condiciones de almacenamiento,
menor sera el indice de envejecimiento y deterioro. El contenido de humedad es el factor mas importante para la calidad inicial
de la semilla. IBPGR (1976) recomienda que para el almacenaje a largo plazo, el contenido de humedad de las semillas debera
acondicionarse a 5.1 por ciento (peso fresco), aunque este criterio fue refutado por un reporte reciente de Cheng et al. (1990)
en el cual demostraron que el contenido de humedad de Brassica pekinensis puede reducirse de 8.6 por ciento a 1.6 por ciento
por medio de secado en congelador y considerando un ultra minimo contenido de humedad en almacenamiento potencialmente
util y a bajo costo para la conservacion de germoplasma a largo plazo.

Para semillas de los grupos de ortodoxas verdaderas y subortodoxas, el contenido inicial de humedad deberia ser
condicionado a lo mas bajo que sea posible (menos de 5 por ciento); y esto puede realizarse por medio del secado en congelador
(Surber et al. 1973; Cheng et al. 1990).

En contraste, las semillas recalcitrantes no pueden deshidratarse para bajar un contenido de humedad relativamente
alto, y su longevidad se mejora con un incremento en el contenido de humedad con presencia de oxigeno (King y Roberts 1979).
Para prolongar la longevidad de las semillas recalcitrantes, King y Roberts (1979) sugieren examinar las condiciones e indices de
desecacion. La figura 2 ilustra las relaciones del contenido de humedad y germinacion de Acer saccharinum en un periodo de 30
dias (Wang et al. 1993). Berjak et al. (1990) usaron una técnica de secado reldmpago, la cual consiste en que un torrente de aire
comprimido pasa a través de dos columnas consecutivas de gel de silice activado, para reducir satisfactoriamente el contenido de
humedad del embrién recalcitrante de Landolphia kirkii, de 33 por ciento a 14 por ciento (peso fresco), sin efecto dafino en la
viabilidad y vigor. Para un almacenamiento efectivo, dirigido a las semillas recalcitrantes, Standwood (1985) desarrollé el "limite
de congelamiento de alta humedad" (HMFL). Tompsett (1987) ided el "valor mas bajo de contenido de humedad" (LSMCO)

para las especies de Dipterocarpaceae.
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Figura 2. Relacién cuantitativa entre el contenido de humedad (como porcentaje de peso fresco) y capacidad germinativa (expresada como porcentaje

de germinacién y como germinacion probit) de semillas de maple plateado (Acer saccharinum) secadas al aire libre con temperatura y humedad relativa
ambiente durante 30 dias (Wang et al., datos no publicados, 1991).

Temperatura de almacenamiento

La temperatura de almacenamiento es otro factor importante que afecta la longevidad de las semillas almacenadas. Las
temperaturas optimas para el almacenamiento varian de acuerdo con la fisiologia de los diferentes grupos de especies.

El efecto de la temperatura de almacenamiento en la calidad de la conservacion de las semillas ha sido bien documentada
(Holmes y Buszewicz 1958; Barton 1961; Heit 1967a, 1967b; Wang 1971, 1974, 1975; King y Roberts 1979, 1980; Bonner
1990; Wang et al. 1993). En general, se recomienda que el almacenamiento exitoso a largo plazo de semillas ortodoxas para
propdsitos de conservacion puede lograrse si las semillas se deshidratan hasta 1-5 por ciento del contenido de humedad (peso
fresco) y se almacenan en contenedores cerrados a una temperatura de -18 oC (IBPGR 1976; Roberts y Ellis 1977).

Sin embargo, el envejecimiento de la semilla y la pérdida de viabilidad y vigor aun pueden ocurrir bajo tales condiciones
de almacenamiento al incrementarse el tiempo y puede resultar en una pérdida de material genético valioso (Standwood
1985). En un estudio reciente, Dickie et al. (1990) indicaron que para semillas ortodoxas, entre mas baja sea la temperatura
de almacenamiento, mas grande sera su potencial de vida en tales condiciones. Basado en esta relacion parece ser que la crio-
preservacion es la estrategia preferida para la conservacién de germoplasma a largo plazo (Wang et al. 1993).

En el caso de las semillas recalcitrantes, las temperaturas de almacenamiento pueden conservar la viabilidad y el
contenido de humedad a 12 oC para Dryobalanops aromatica, y a 15 oC para Shorea curtisii y S. platyclados (Maury-Lechon et
al. 1981). En un anélisis de las condiciones dptimas de almacenamiento para semillas de Dipterocarpaceas, Tompsett (1987)
encontrd que dichas temperaturas, para 48 especies recalcitrantes, varian de 4 oC para Shorea adorata, Hopea wightiana, H.
subalata y H. ferrea, a 25 oC para otras 10 especies de Dipterocarpaceas. En Taiwan, las semillas nativas de especies recalcitrantes

subtropicales pueden tolerar 4-5 oC de almacenamiento hiimedo o en forma de estratificacion himeda fria.
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Metodos de almacenamiento

El mejor método de almacenamiento depende de las caracteristicas de almacenamiento de las semillas. Para semillas
verdaderamente ortodoxas y subortodoxas, el almacenamiento en seco en recipientes cerrados con poco o sin intercambio de
aire da los mejores resultados (Wang 1974). Este método mantiene un contenido de humedad constante en la semilla, reduce la
respiracion como resultado del incremento del biéxido de carbono y la disminucion de oxigeno, y protege las semillas de insectos
y enfermedades (Harrington 1972; Wang 1974).

En el almacenamiento en himedo con semillas completamente hidratadas, se han reportado algunas ventajas fisiologicas
(Villiers 1974; Villiers y Edgcumbe 1975). Aparentemente, bajo condiciones hidratadas las enzimas, la membrana celular y el
ADN reparan los mecanismos de las semillas y permanecen intactas; el dafio cuando ocurra sera eliminado vy la integridad de
la membrana asegurara una compartamentalizacion apropiada de las enzimas y de los procesos metabdlicos. Por otro lado, las
semillas recalcitrantes requieren de un alto contenido de humedad para mantener su viabilidad y vigor, y serian danadas en
condiciones de almacenamiento prolongado cerrado (Wang 1974). Existen otros problemas asociados con el almacenamiento
de semillas recalcitrantes, tales como el desarrollo de bacterias y hongos, y la germinacion durante el almacenamiento.

El almacenamiento de semillas recalcitrantes con sustratos hiimedos tales como aserrin, turba o musgo, vermiculita o
arena, han sido reportados como un éxito para el roble (Korstian 1930; Gardener 1937; Suszka 1976), Aleurites fordii (Large et
al. 1947), caucho (Ang 1976), Castanea spp. (Texeira 1955; Jaynes 1969), café (Leon 1974), Citrus spp. (Honjo y Nakagawa
1978), rambutan (Chin 1975), y cacao (Evans 1953).

Lin y Wu (1995) utilizaron exitosamente turba o musgo himedo como medio para almacenar Michelia compressa
sin problemas de moho. Kioko et al. (1993) afirmaron que la arena es un medio menos conveniente porque no retiene bien la
humedad. Los autores dan una lista de especies sensibles a la desecacion cuyas semillas deben ser almacenadas con un sustrato
himedo de 1 - 4 oC para mantener la viabilidad hasta por un afio.

Las bellotas recalcitrantes templadas de las especies de Quercus han sido almacenadas con moderado éxito cuando sus
contenidos de humedad se reducen a 30 por ciento (peso fresco) en bolsas de polietileno de 0.1-0.25 milimetros de grueso y a
una temperatura de -3 a +3 oC (Bonner y Vozzo 1987; Suszka y Tylkowski 1981, 1982). Las bolsas de plastico con un espesor
de 0.1-0.25 milimetros permiten el suficiente intercambio de gases, pero evitan la pérdida de vapor de agua (Bonner 1980). El
almacenamiento mas prolongado de bellotas se ha logrado en atmdsferas de almacenamiento ricas en biéxido de carbono (Vozzo
1976; Tylkowski 1976). Un método prometedor usado cominmente para almacenar semillas recalcitrantes tropicales consiste
en su desecacion parcial por pocas horas, tratandolas con fungicidas, sellandolas en bolsas de polietileno y almacenandolas a
15 oC aproximadamente (por ejemplo, Theobroma cacao, Dryobalanops aromatica, Hopea helferi, H. odorata) (King y Roberts
1980).

El método mas factible para prolongar el tiempo de vida en almacenamiento de semillas recalcitrantes tropicales fue
realizando la extirpacion del embrién de las semillas, secandolos a 20 por ciento de contenido de humedad (peso fresco), y
almacenandolos en nitrégeno liquido (Chin y Roberts 1980; Pritchard y Prendergast 1986; Pence 1990, 1992). Aparentemente
la extirpacion del embridn y su posterior almacenamiento en nitrégeno liquido (Araucaria hunsteinii vy Elaeis guineensis) no
solo permitio su supervivencia al almacenamiento en nitrégeno liquido, sino que facilitd su reproduccion in vitro. De acuerdo
con Chin (1978), al realizar la extirpacién de embriones de Artocarpus heterophyllus, Nephelium lappaceum, Coccus nucifera y
Dryobalanops aromatica todos han sobrevivido exitosamente al almacenamiento en nitrégeno liquido por lo menos 8 meses,
permitiendo ser recultivados en medio rico en nutrimentos. Esta técnica puede ser benéfica para prolongar el tiempo de vida

durante el almacenamiento de otras especies recalcitrantes, pero aiin deberan hacerse algunos refinamientos a la técnica.
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Comprobacion

Para un manejo eficiente y efectivo de un lote de semillas almacenadas, es importante disenar y desarrollar un método
estandarizado de monitoreo en forma calendarizada. Dichos métodos de monitoreo deberan considerar un tamafno de muestra
adecuado, el cual proporcionara informacion de los cambios en el contenido de humedad, porcentaje de germinacion, vigor y
danios provocados por insectos y enfermedades. Las reglas internacionales establecidas por el ISTA para pruebas de semillas (ISTA

1993) pueden emplearse como una forma estandar o haciendo algunas modificaciones.
Factores que afectan la calidad del germoplasma in vitro de arboles
Introduccion

El cultivo in vitro es conocido también como cultivo de tejidos vegetales, el cual es un proceso en el que las células, tejidos,
dérganos vegetales o cualesquiera partes son cultivadas en condiciones asépticas en un ambiente controlado (Scowcroft 1984).
Los tipos de cultivo in vitro son numerosos y han sido desarrollados para mas de 1000 especies vegetales (FAO 1994).

Las plantas propagadas vegetativamente, como Dioscorea spp., Manihot spp., Musa spp. y algunas plantas que producen
semillas recalcitrantes, como Juglans spp., Quercus spp. y Coffea spp. no pueden ser preservadas usando métodos convencionales
de almacenamiento por periodos largos (FAO 1994). La preservacién de germoplasma en la forma de cultivos in vitro representa
una forma alternativa de conservacion de genes que puede utilizarse para aquellas especies que son tipicamente dificiles de

almacenar.
Tipos de cultivo in vitro

En general, existen dos métodos para la preservacion de cultivos in vitro (revisados por George y Sherrington 1984). El primer
método involucra el cultivo de yemas del tallo (meristemo apical con varios primordios foliares) asi como yemas adventicias con
la subsiguiente produccion de tallos. La tecnologia involucrada es simple; las yemas aisladas se cultivan en medios nutritivos que
contienen citocininas para estimular el desarrollo de yemas axilares muiltiples. Esto da como resultado un incremento aproximado
de 3 a 6 veces el nimero de tallos cada 4 a 6 semanas (Kartha et al. 1974). Este sistema tiene el potencial de que un explante
genera uno o varios millones de plantas de cada meristemo apical cultivado en un ano.

El segundo método involucra la diferenciacion de tejidos del explante. Estos cultivos in vitro se basan en la formacion
de novo de meristemos apicales en cultivo de callo y en la induccion de embriogénesis somatica. Este método requiere mas
habilidad técnica y condiciones controladas de laboratorio para la multiplicacion de propagulos. Una diferencia importante entre
los dos métodos consiste en que el método anterior no involucra la diferenciacion de tejidos del explante para la formacion de
subsecuentes propagulos. Los dos tipos de métodos para la generacion de cultivos in vitro seran discutidos en conjunto en las

secciones siguientes.

Factores involucrados en la determinacion de la calidad de los cultivos de tejidos in
vitro

Tres factores son considerados importantes para la calidad de los cultivos in vitro:
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1. La fuente original del tejido (la fuente de explantes).

2. Manejo y procesamiento: métodos de propagacion in vitro usados.
3. Procedimiento de almacenaje y duracion.

Estos factores seran discutidos individualmente enseguida:
Fuente de explantes

La seleccion del explante (i.e. el genotipo de la planta), la edad fisiol4gica del tejido (i.e. tejidos juveniles vs. tejidos adultos) y la
época del ano en la que se obtiene el explante, pueden tener efectos importantes en el éxito del procedimiento de cultivo in vitro,
en la calidad de los propagulos generados por el cultivo y en el almacenamiento subsecuente de los propagulos generados. Estos
factores varian en importancia dependiendo de la especie y del sistema de cultivo utilizado (revisado por George y Sherrington

1984).
Manejo y procesamiento

El manejo y el procesamiento de los cultivos in vitro varia con cada sistema de cultivo (i.e. protoplasto vs. callo) y para cada
especie. Generalmente, el sustrato en el cual crecen los cultivos in vitro, asi como el ambiente bajo el cual crecen, influyen sobre
su morfologia y su crecimiento. Cominmente los cultivos in vitro necesitan ser subcultivados o transferidos a medios de cultivo
frescos cada 2 6 3 semanas. Esto asegura el crecimiento continuo del tejido, de lo contrario, éstos experimentaran senescencia
y moriran. Los tipos de medios de cultivo y las condiciones ambientales que inducen el crecimiento, comiinmente necesitan ser
modificados de un género a otro o de una especie a otra.

El fenémeno conocido como variacién somaclonal puede presentarse en los cultivos in vitro (Larkin y Scowcroft 1981).
La variacion somaclonal consiste en cambios genéticos inducidos en el material vegetativo; la razon de estos cambios genéticos
es incierta. Se ha postulado que son el resultado del procedimiento del cultivo in vitro y de la duracion del mismo. Se pueden
presentar alteraciones en el nimero de cromosomas y también rompimiento de cromosomas, asi como inserciones y supresiones
(Karp 1989; Brown 1991).

Ciertos tipos de cultivos in vitro son mas suceptibles a la variacion somaclonal. Parece que el grado de des-diferenciacion
que se presenta durante el cultivo in vitro esta correlacionado con la ocurrencia de la variacién somaclonal (Scowcroft 1984).
Por ejemplo, se ha detectado la variacién somaclonal en plantas regeneradas a partir del cultivo de células y tejidos (tejido
que se ha desdiferenciado previamente a la formacién del embrién o de la plantula), pero cominmente no es evidente en las
plantas generadas de yemas auxiliares o del cultivo de tejidos de las puntas del tallo (tejido que no se desdiferencia previamente
a la formacion de la plantula) (Karp 1989). Otros factores que parecen estar relacionados con la frecuencia de la variacion
somaclonal son: el nivel de poliploidia del explante (los poliploides dan origen a mayor variacién), la edad de los cultivos in vitro
y la duracién que el explante ha estado en cultivo (Orton 1984; Larkin 1987).

Cuando se utilizan los cultivos in vitro para la preservacion de germoplasma, la variacion somaclonal puede tener
consecuencias severas, debido a que el genotipo original puede no ser preservado. La variacion somaclonal puede detectarse
por medio de varias técnicas: isoenzimas, analisis de la variacion en la longitud de fragmentos de restriccion del ADN (RFLP) y
variacién de fragmentos de ADN amplificados al azar (RAPD). Estas técnicas pueden usarse para los ensayos de los cultivos in

vitro después del almacenamiento.
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Procedimientos de almacenamiento para los cultivos in vitro

Los cultivos in vitro y sus propagulos pueden almacenarse por periodos cortos, medianos y largos. Las principales diferencias
entre las diferentes duraciones de almacenamiento se relacionan con el estado fisioldgico en el que los tejidos se almacenan.
Por ejemplo, durante un almacenamiento de corto plazo se promueve el crecimiento de los cultivos in vitro, en tanto que en el
almacenamiento por plazos medianos y largos se puede reducir fuertemente el crecimiento o incluso inhibirlo. Los métodos de
almacenamiento por periodos cortos y medianos pueden usarse para todos los tipos de cultivos in vitro; sin embargo, los métodos

de almacenamiento por periodos largos no estan disponibles para un gran numero de especies.
Métodos de almacenamiento a corto plazo

La duracion del almacenamiento de corto plazo es comiinmente de 1 semana a 2 meses y puede usarse para todas las formas de
cultivos in vitro. Este tipo de almacenamiento se consigue por medio del subcultivo regular de los tejidos en medios de cultivo
frescos. Estos medios proporcionan una fuente de carbono, nitrogeno y de reguladores del crecimiento de la planta para el
cultivo, de tal manera que se promueve el crecimiento del tejido. Este método es practico en el corto plazo, pero no es apropiado
para el almacenamiento de mediana duracion debido al peligro de contaminacion de los cultivos, fallas de equipo, elevados costos
de almacenamiento y trabajo intensivo. El subcultivo continuo del tejido también da como resultado un potencial incremento en

la presencia de la variacion somaclonal.
Métodos de almacenamiento a mediano plazo

Los cultivos in vitro pueden almacenarse por plazos de mediana duracion minimizando el crecimiento del tejido. El método de
almacenamiento de mediano plazo es apropiado para tallos, plantulas, cultivos de tallos y de callo. Este método incrementa los
intervalos entre la transferencia de los cultivos in vitro a medios de cultivo frescos. Esta forma de almacenamiento es apropiada
para periodos de aproximadamente 2 meses a 2 afios. Los tejidos se subcultivan usando este procedimiento, en forma similar al
método usado para el almacenamiento de corto plazo, pero el crecimiento de los cultivos in vitro es minimizado. Esta declinacion
en el crecimiento del cultivo puede conseguirse por métodos variados; por ejemplo, reduciendo la temperatura, la concentracion
de oxigeno o la intensidad de la luz en donde se mantienen los cultivos, minimizara el crecimiento.

El almacenamiento en frio se puede aplicar a una amplia variedad de especies. Las temperaturas cercanas al punto de
congelamiento son efectivas para el almacenamiento de especies templadas, mientras que temperaturas entre 14 y 18 oC se
requieren para el almacenamiento de especies tropicales. Los nutrientes disponibles para los cultivos pueden también alterarse
de tal forma que minimicen el crecimiento. Los altos contenidos de sacarosa y manitol han demostrado minimizar el crecimiento
de los cultivos in vitro. Esta reduccion en crecimiento se debe al efecto del carbono; sin embargo, se debe tener mucho cuidado al
usar este procedimiento, dado que esto puede conducir a una reduccion en la viabilidad del cultivo. La adicion de inhibidores del
crecimiento (por ejemplo, 4cido abscisico) minimizara también el crecimiento del cultivo. Se postula que el 4cido abscisico puede
minimizar el crecimiento induciendo latencia en el tejido. Si los cultivos in vitro crecen por un periodo en presencia de inhibidores
del crecimiento, se pueden inducir cambios fisioldgicos en el tejido, haciendo dificil la regeneracion de ese tejido.

Debe notarse que alterando las condiciones de crecimiento de los cultivos, uno puede, inadvertidamente, estar
seleccionando tejidos que son resistentes o tolerantes a las "nuevas" condiciones de crecimiento. Asimismo, mientras mas largos

son los periodos de almacenamiento, mas grande es el potencial para la induccion de variacion somaclonal.
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Métodos de almacenamiento a largo plazo

La crio-preservacion (preservacion a bajas temperaturas) es el método disponible mas apropiado para el almacenamiento a largo
plazo de cultivos in vitro y de sus propagulos. En teoria, los cultivos in vitro pueden almacenarse indefinidamente usando crio-
preservacion. Esta ha sido aplicada exitosamente en plantas tropicales como Manihot spp. y Mussa spp (Engelmann, 1992),
también se ha implementado exitosamente a muchas especies de arboles forestales, como en embriones cigdticos de Quercus
petraea, Aesculus hippocastanum (Jorgensen 1990), Artocarpus y Juglans (Whithers 1992), en lineas embriogénicas de Picea
abies (Durzan y Gupta 1988), Pinus taeda (Gupta et al. 1987) y Picea glauca, Acer pseudo-platanus (Whithers 1992), y en
puntas de tallos de Eucalyptus gunni (Monod et al. 1992).

Hay seis pasos involucrados en la crio-preservacion de cultivos in vitro: seleccion inicial del material vegetativo, pre-
tratamientos, congelamiento, almacenamiento, des-congelamiento y post-tratamientos. Estos pasos se describen enseguida.

Seleccién de material vegetativo. El dafio principal que se presenta durante el congelamiento (crio-preservacion), es
la formacién de cristales de hielo intracelular con la subsecuente ruptura de las membranas celulares (revisado por Bajaj 1985).
Este tipo de dafio puede minimizarse escogiendo tejido que contenga células pequenas, densamente compactadas, con bajo
contenido de agua. Los meristemos apicales son relativamente faciles de crio-preservar debido a que contienen células pequenas
con bajo contenido de agua (Whithers 1987). Asimismo, las semillas ortodoxas desecadas (con aproximadamente 3 por ciento
de contenido de agua) (Styles et al. 1982), el polen (Bajaj 1988) y las yemas latentes de arboles acondicionados para el invierno,
son capaces de sobrevivir a la crio-preservacion (Whithers 1987). Pocos, si no es que ninguin cultivo in vitro, son tolerantes al
congelamiento. Por ejemplo, es dificil crio-preservar callo debido al alto contenido de agua en este tejido. De aqui que se deban
seguir pasos especificos para asegurar que la viabilidad se mantenga durante el congelamiento y el des-congelamiento.

Pretratamientos. La tolerancia del tejido a la crio-preservacion puede incrementarse por un buen niimero de métodos
conocidos como pre-tratamientos. Estos métodos disminuyen el contenido de agua del tejido, minimizando asi la incidencia de
formacion de hielo intracelular; o bien, el tejido se somete a una infusion de "crioprotectores”, inhibiendo, asi, la formacion de
cristales de hielo intracelular.

No todos los tejidos son tolerantes a la desecacion hasta un contenido bajo de agua. El polen y las semillas ortodoxas
estan clasificados como tolerantes a la desecacion y la crio-preservacion de estos tipos de tejidos es usualmente exitosa
(Jorgensen 1990). Muy pocos cultivos in vitro son tolerantes a la desecacién hasta un bajo contenido de agua, de aqui que otros
pre-tratamientos diferentes a la desecacion deber ser usados.

Los cultivos in vitro que son intolerantes a la desecacion pueden someterse a infusiones con "crioprotectores”. Los
crioprotectores son substancias quimicas que alteran la permeabilidad de la membrana celular, el punto de congelamiento y la
respuesta del tejido al congelamiento (Whithers 1992). Los crioprotectores mas cominmente utilizados son dimetil-sulféxido
(DMSO0), glicerol, sorbitol o polietilen-glicol. EI| DMSO altera la permeabilidad de la membrana celular, permitiendo que otros
crioprotectores también puedan minimizar el daiio debido a la formacién de hielo intracelular, protegiendo a las membranas
celulares y sitios de dobleces enzimaticos del dano por formacion de hielo. Si concentraciones muy altas de crioprotectores
llegan por infusion dentro del tejido, las células se pueden vitrificar. La vitrificacion es un estado fisico que se presenta cuando un
liquido adquiere tan alta viscosidad que semeja el estado sélido de un cristal amorfo (Leopold et al. 1994). El agua, como la que
se encuentra en el citoplasma retenida en estado vitrificado no puede congelarse, es por esto que no se presenta la cristalizacion
(Engelmann 1991). Los tejidos se exponen a los crioprotectores por un corto periodo (aproximadamente 1 hora) a 0 oC y
entonces se congelan.

Congelamiento. El ritmo al que el cultivo in vitro es congelado puede ser crucial para su supervivencia. Generalmente,

un ritmo lento de congelamiento inducira deshidratacion celular, normalmente con la subsecuente formacion de cristales de
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hielo extracelulares. Un ritmo rapido de congelamiento causa congelamiento intracelular y deshidratacion celular relativamente

pequena.

El congelamiento del tejido se hace normalmente en un congelador programable, que permite conducir el congelamiento
a un ritmo predeterminado. Cominmente, las células se enfrian a -1 oC/minuto hasta -30 6 -35 oC y luego se mantienen a esta
temperatura por aproximadamente 30 minutos, tiempo después del cual el tejido congelado se transfiere a nitrogeno liquido
(Whithers y King 1980).

Almacenamiento. Los tejidos congelados se almacenan a una temperatura minima de -100 oC. El nitrogeno liquido
es usado como la substancia de enfriamiento y esto da como resultado una temperatura de -196 oC en el liquido mismo o una
temperatura de aproximadamente -150 oC en el material mantenido en fase de vapor sobre una fuente de nitrégeno liquido
(Whithers 1987).

Descongelamiento. Los tejidos retirados de la crio-preservacion son descongelados de inmediato. Si el tejido es
descongelado demasiado lentamente, se puede presentar la re-cristalizacion de hielo en el tejido. De aqui que se use un des-
congelamiento rapido. Normalmente, el tejido se coloca en agua tibia (aproximadamente a 45 oC) o se coloca directamente en
un medio de cultivo (Whithers 1987).

Post-tratamientos. Los post-tratamientos se utilizan para estabilizar el material que ha sobrevivido al congelamiento.
La mayoria de los cambios biofisicos que se presentaron en la célula como resultado del proceso de congelamiento y des-
congelamiento, han predispuesto al cultivo para dafos posteriores. Una vez que el tejido ha sido descongelado, se lava para
remover cualquier crioprotector que pudiera ser toxico. El tejido se coloca entonces en un medio de cultivo y luego en un

ambiente que promueva el crecimiento.
Aspectos relacionados con el almacenamiento de tejidos in vitro

Los dos aspectos de mayor interés asociados con el almacenamiento de cultivos in vitro son: 1) que la estabilidad genética
del material vegetativo se preserve v, 2) que la viabilidad se mantenga. Debieran hacerse esfuerzos que puedan minimizar
cualesquiera cambios genéticos durante el almacenamiento de los cultivos in vitro (ver la seccién 2: Manejo y procesamiento). Los
cambios genéticos pueden detectarse simplemente con el examen de cualquier variacién fenotipica en los cultivos (i.e. durante
el almacenamiento de corto y mediano plazos). Los cambios genéticos de los cultivos in vitro después del almacenamiento
pueden también detectarse mediante examenes citoldgicos (i.e. nimero de cromosomas y contenido de DNA) y bioquimicos
(i.e. electroforesis de enzimas).

Es necesario monitorear periddicamente la viabilidad del cultivo durante el almacenamiento. Esto es principalmente
aplicable durante el almacenamiento de mediano y largo plazos. La prueba definitiva para la viabilidad es el crecimiento
subsecuente del tejido. Sin embargo, los ensayos de viabilidad pueden usarse para realizar una evaluacion rapida de ésta (Oberle
y Watson 1953; Kho y Baer 1968). Estos ensayos de viabilidad involucran el tefiido del tejido con tinturas como diacetato
fluorescente o cloruro de tetrazolium, las cuales permiten la identificacion de células viables. Sin embargo, la presencia de células
viables no es una garantia de que el tejido crecera. El tejido que ha sido crio-preservado puede estar en un estado conocido
como "crio-shock". Las células, aunque viables, son incapaces de crecer. Los mecanismos bioquimicos de este proceso no son
conocidos, pero se esta realizando investigacion en esta area.

El uso de la crio-preservacion para el almacenamiento de germoplasma en la forma de cultivos in vitro tiene un
potencial tremendo. Se requiere de mas investigacion para definir la combinacion 6ptima de crioprotectores y para desarrollar

procedimientos de evaluacion para reforzar la recuperacion después de la crio-preservacion. La investigacion actual sugiere que
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los procedimientos para la crio-preservacion de cultivos in vitro son especificos para especies o para lineas. Por el momento, se

desconoce si pueden desarrollarse procedimientos generalizados.
Comentarios finales

La calidad de la semilla es afectada por tres factores principales desde la recoleccion de frutos, a través de su manejo y
procesamiento, hasta el almacenamiento. Conseguir semillas de alta calidad requiere grandes esfuerzos para asegurar que todos
los requerimientos y condiciones involucradas en cada etapa sean satisfechos apropiadamente.

Aunque el almacenamiento de la semilla como tal es posible por extensos periodos para muchas especies de arboles, es
importante entender su debilidad estatica fundamental y sus grandes dificultades en la regeneracion de las existencias de semillas
cuando se utiliza almacenamiento de especies de arboles para la conservacién de recursos genéticos (Finkeldey y Hattemer
1993). Sin embargo, esta claro que, por el momento, el almacenamiento de semillas de arboles forestales puede ser solamente
considerado como una medida complementaria a la conservacion in situ o de colecciones vivas de varias categorias de edad
establecidas en el campo y disponibles para las colecciones de semillas y otros materiales reproductivos en una base continua
(Wang et al. 1993).

Para el almacenamiento de cultivos in vitro, los principales aspectos de interés son la estabilidad genética del material
vegetativo a ser preservado y el mantenimiento de su viabilidad. Para detectar cambios en la calidad genética y fisioldgica de los
cultivos in vitro, se requiere un monitoreo frecuente con una metodologia rapida y confiable de evaluacion. Aunque los hallazgos
recientes sefialan hacia un futuro promisorio de la crio-preservacion, se necesita mas investigacion para desarrollar combinaciones

optimas de crioprotectores y procedimientos de evaluacion para reforzar la recuperacion después del crio-almacenamiento.
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La etapa de evaluacion genética es esencial en los programas de manejo y conservacion de los recursos genéticos forestales. Esta
etapa permite generar la informacion necesaria para caracterizar y seleccionar los materiales adecuados para las siguientes fases
del programa. Debido a que el tipo y calidad de la informacion que se obtiene de los ensayos de evaluacion genética dependen
de los disefios de cruzamiento y disefios experimentales que se utilicen, es necesario considerar y priorizar los objetivos de los
ensayos para elegir los disefios mas adecuados a cada caso en particular.

En algunas situaciones es posible emplear disenos de cruzamiento complementarios que permitan cumplir en forma
eficiente varios objetivos en menor tiempo y costo. El subdividir la poblacion de cruzamiento puede ser (til para reducir el
nimero de cruzas necesarias y evitar los efectos de la endogamia en las poblaciones de produccién de semilla mejorada (huertos
semilleros). Al establecer el ensayo de campo es necesario considerar el tipo, tamafio y distribucién de las parcelas para satisfacer
los objetivos de la evaluacion. El mantenimiento de los ensayos es importante para reducir la mortalidad y la variabilidad ambiental
durante el periodo de evaluacion. El analisis estadistico de la informacion se complica cuando se presentan fuertes desbalances

en el disefio experimental debido a diferencias en el nimero de individuos y/o parcelas por entidad genética

Introduccion

En las etapas iniciales de un programa de mejoramiento, los individuos que se eligen para la obtencién de semilla en forma
inmediata o para el establecimiento de huertos semilleros y la continuacion del programa, generalmente se seleccionan con
base en sus caracteristicas fenotipicas superiores a las de los arboles vecinos. Sin embargo, debido al efecto de las condiciones
ambientales sobre el fenotipo, es posible que la superioridad observada en estos arboles no se deba a causas genéticas, sino a
diferencias ambientales de los sitios donde estan creciendo los arboles.

La unica manera de asegurar que las caracteristicas fenotipicas observadas se deben a factores genéticos es evaluando
el comportamiento de estos individuos directamente, mediante clonacion o indirectamente mediante la progenie, en condiciones
ambientales similares. Esta fase del programa de mejoramiento genético es lo que se conoce como evaluacion genética del
material, y es indispensable para asegurar el éxito de la seleccion fenotipica en todo programa de mejoramiento genético serio.
Ademas de estimar el valor genético de los individuos, la etapa de evaluacion genera la informacion genética basica necesaria
para disefiar la estrategia de seleccion y manejo de las poblaciones de produccién de germoplasma (huerto semilleros) y los
materiales indispensables para los ciclos de seleccion en las generaciones siguientes del programa de mejoramiento genético.

Debido a lo anterior, es importante disenar y establecer el programa de evaluacion genética en forma cuidadosa para
optimizar las ganancias genéticas tanto a corto como a largo plazo. De hecho, esta fase del programa de mejoramiento genético es
una de las etapas mas costosas, pero la rentabilidad del programa estara relacionada directamente con la calidad de la informacion

obtenida en la fase de evaluacion genética.
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Los ensayos de evaluacion genética pueden cumplir varios objetivos diferentes; sin embargo, un solo diseno de evaluacion

dificilmente podra cumplir adecuadamente con todos los objetivos, por lo que es necesario elegir el disefio adecuado para cada

objetivo. En algunas ocasiones es posible desarrollar disefios complementarios para satisfacer varios objetivos simultaneamente.

Los objetivos particulares de los ensayos de evaluacién genética pueden ser (Burdon y Shelbourne 1971; McKinley 1983; Zobel
y Talbert 1984):

1. Evaluacién de los padres (Pruebas de progenie). La evaluacién del comportamiento de la progenie en un ambiente
determinado permite estimar el valor reproductivo (valor genético aditivo) de los padres. Es decir, permite identificar
aquellos progenitores que tienen un fenotipo superior por causas genéticas, de aquellos que son superiores por crecer en
condiciones ambientales favorables. De esta manera, los individuos cuya superioridad fenotipica no tiene bases genéticas
pueden ser eliminados del programa de mejoramiento genético y de las poblaciones de produccion de semilla.

2. Estimacion de parametros genéticos. Los ensayos de evaluacion permiten estimar los componentes de varianza,
heredabilidades y correlaciones genéticas entre las caracteristicas de interés en el programa de mejoramiento genético.
Con esta informacion se pueden tomar decisiones sobre los caracteres que se deben enfatizar en el programa y establecer
los métodos de seleccién mas eficientes para optimizar las ganancias genéticas a corto y a largo plazo (Stonecypher
1969).

3. Produccion de una poblacion base para el siguiente ciclo de seleccién y cruzamiento. Esta es quizas la funcion mas
importante de los ensayos de evaluacion genética, ya que permite la continuidad del programa de mejoramiento genético
a largo plazo (van Buijtenen 1976). Sin embargo, las posibilidades de seleccionar los genotipos superiores directamente
en los ensayos de evaluacion dependen de los esquemas de cruzamiento que se hayan empleado para establecer la prueba.

4. Demostracion de ganancias genéticas. Si en los ensayos de evaluacion se incluye material no seleccionado como testigo,
se podran determinar facilmente las ganancias genéticas alcanzadas por el programa de mejoramiento genético. Este
objetivo es importante para convencer a las personas responsables del financiamiento del programa.

5. Produccion de semilla mejorada. En ocasiones es posible utilizar los ensayos de evaluacion, una vez que se ha hecho la
seleccion de los mejores individuos o familias, para la produccion comercial de semilla mejorada. La conversion de un
ensayo de evaluacion en un huerto semillero permite acelerar la obtenciéon del germoplasma mejorado para los programas
de plantaciones. Sin embargo, dificilmente se puede optimizar la cantidad y calidad genética de la semilla producida de

esta manera, debido a las condiciones iniciales de crecimiento y distribucion del material genético en el ensayo.

En la mayoria de los casos es dificil que un solo disefo de evaluacion genética permita cumplir todos los objetivos anteriores
en forma satisfactoria, pues comiinmente las caracteristicas que favorecen un objetivo en particular tienden a limitar el logro
de otros. Lo ideal es disefiar los ensayos de evaluacion para optimizar el logro de un solo objetivo; sin embargo, debido a las
restricciones en recursos disponibles esto tampoco es posible. Bajo estas circunstancias, se hace necesario asignar prioridades a
los objetivos deseados en funcion de las metas del programa de mejoramiento genético. Asi, el ensayo se establece con el disefio
mas adecuado que permita satisfacer el objetivo mas importante y a la vez genere la mayor informacion posible para cumplir los
otros objetivos.

En funcion de las prioridades establecidas con respecto a los objetivos, es necesario definir el disefio de cruzamiento y
el diseno experimental mas adecuados para generar las progenies y establecer los ensayos de evaluacion genética en el campo. El
tipo y calidad de la informacion que se derive de los ensayos de campo depende de los disefios de cruzamiento y experimentales

que se hayan empleado.
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Eleccion de un diseno de cruzamiento adecuado

La eleccion del disefio de cruzamiento a emplear entre los individuos de la poblacion base de mejoramiento constituye la decision
central del programa de evaluacion genética. De estos disefios depende el tipo, niumero y tamaiio de las progenies distintas que
se generen v, por lo tanto, el tipo de informacion genética que se pueda obtener de los ensayos de campo para la evaluacion de
los progenitores y la estimacion de parametros genéticos, asi como el tipo de material disponible para las siguientes generaciones
de seleccién (van Buijtenen y Namkoong 1983).

Existen dos tipos generales de disefios de cruzamiento: a) disefios de pedigri incompleto, en donde sélo se conoce a la
fuente materna, por lo que las progenies resultantes constituyen familias de medios hermanos, y b) disefios de pedigri completo,
donde se conocen las dos fuentes parentales, por lo que las progenies constituyen familias de hermanos completos. En este

ultimo caso es indispensable realizar cruzas controladas entre los progenitores.
Disenos de pedigri incompleto

Los disefios mas comunmente empleados dentro de este grupo son los de polinizacion libre y el de policruza. El primer caso
es el mas simple y econdmico de todos, ya que consiste en colectar la semilla producto de la polinizacion libre en los arboles
seleccionados, ya sea en rodales naturales, plantaciones, ensayos de evaluacion o en huertos semilleros. La policruza es similar al
anterior, pero en lugar de depender de una mezcla natural de polen para cada progenitor femenino, se usa una mezcla de polen de
varios arboles seleccionados para hacer cruzas controladas en los progenitores femeninos. De esta manera se conoce el nimero
y calidad promedio de los progenitores machos.

Estos disefios permiten estimar la aptitud combinatoria general (ACG) de los padres y estimar los parametros genéticos
relacionados con la varianza aditiva sin necesidad de realizar cruzas controladas, pero no permiten la estimacion de la aptitud
combinatoria especifica (ACE) ni de la varianza no aditiva. Debido a que no se conoce la relacién genética entre las familias
de medios hermanos, se corren riesgos de aumentar la endogamia si se utiliza como poblacion de seleccion para las siguientes
generaciones. Burdon y Shelbourne (1971) describen en forma detallada el disefio clasico de la policruza y algunas de sus

posibles modificaciones para resolver los problemas mencionados anteriormente.
Disefios de pedigri completo

Dentro de este grupo de disefios se incluyen los dialelos (completo, medio, parcial y desconectado), los factoriales (completo
y desconectado), el disefio anidado o jerarquico, y el de cruza simple (figura 1). Con excepcién del disefio de cruza simple,
todos los disefios de pedigri completo permiten estimar en forma adecuada (aunque unos de manera mas precisa que otros)
tanto la ACG como la ACE y los componentes de varianza genética (aditiva y no aditiva) para definir la estrategia de seleccién
mas adecuada (Namkoong et al. 1966; Namkoong y Roberds 1974). Sin embargo, generalmente el tamafio de las familias se
reduce, y se requiere una gran cantidad de cruzas controladas para generar un niimero adecuado de familias no emparentadas

genéticamente entre si para usarse en los siguientes ciclos de seleccion.
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Figura 1. Disefios de cruzamiento de pedigri completo mas utilizados en especies forestales.

El dialelo completo consiste de todas las cruzas posibles entre los progenitores disponibles, incluyendo autofecundaciones y
cruzas reciprocas, por lo que sélo es posible en especies monoicas (figura 1). En especies forestales es practicamente imposible
cuando se tienen mas de 25 individuos en la poblacion, debido a los costos y la cantidad de flores necesarias; los dialelos
modificados (medios, parciales y desconectados) permiten reducir substancialmente el nimero de cruzas, pero también se

reduce la precisién de la informacién genética (van Buijtenen y Namkoong 1983).
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En el diserio factorial, los progenitores se separan en dos grupos (machos y hembras), realizando todas las cruzas posibles

entre los dos grupos. Este disefio es empleado en especies dioicas, aunque también puede usarse en monoicas, asignando un sexo
en particular a cada individuo (figura 1). El disefio factorial es eficiente para la estimacién de pardmetros genéticos cuando se
utiliza un nimero igual de machos y hembras (Namkoong y Roberds 1974). Sin embargo, debido a que generalmente uno de los
grupos (machos) es mas pequefio que el otro, una gran proporcién de las cruzas realizadas producen familias emparentadas entre
si. Este problema se reduce si se utiliza un factorial desconectado, en donde la poblacidn se divide en varios grupos pequefios y
los individuos de cada grupo se cruzan de acuerdo con el disefio factorial.

En el disefio anidado o jerarquico, un individuo de un sexo (generalmente paterno) se cruza con un grupo de individuos
del otro sexo (materno), de tal manera que se generan varias familias de hermanos completos (maternos), que constituyen una
familia de medios hermanos paternos (figura 1). El nimero de familias no emparentadas que resultan con este disefio depende
de la cantidad de progenitores del sexo empleado con menor frecuencia en las cruzas (machos, en este caso). Este disefio es Util
para la estimacion de parametros genéticos, especialmente si se genera un buen nimero de familias de medios hermanos, pero
no para la evaluacién de los progenitores o seleccién de familias (Pepper y Namkoong 1978; van Buijtenen y Namkoong 1983).
Por lo anterior, generalmente se recomienda su uso como un disefio complementario a otro donde se puedan cumplir los otros
objetivos (van Buijtenen y Bridgwater 1986).

El diseno de cruzas simples es el opuesto al diseno dialelo, ya que en este caso cada progenitor participa exclusivamente
en una sola cruza con otro individuo (seria equivalente a un dialelo medio desconectado con grupos de dos individuos). Este
disefio permite obtener el maximo nimero de familias no emparentadas genéticamente con el minimo niimero de cruzas, por
lo que es muy adecuado para generar la poblacién base para el siguiente ciclo de seleccidn (Burdon et al. 1977). Sin embargo,
debido a que sdlo se tiene una cruza por individuo, no permite generar informacion sobre los valores reproductivos o aptitud
combinatoria de los progenitores, ni estimar los pardmetros genéticos necesarios para la seleccién (Zobel y Talbert 1984).

En la practica ningun disefio de cruzamiento es eficiente para cumplir por si solo los tres objetivos principales de los
ensayos de evaluacién genética en forma satisfactoria. El (inico disefio que en teoria permite lograrlo (el dialelo completo o
medio), es sumamente costoso e impractico de realizar en un programa operativo de mejoramiento genético. Una alternativa Util
para resolver este problema es emplear dos o mas disefios complementarios que en forma combinada sean eficientes para cumplir
los tres objetivos principales (van Buijtenen y Namkoong 1983; van Buijtenen y Bridgwater 1986).

Por ejemplo, si unicamente se desea estimar la ACG y la heredabilidad en sentido estricto, los disefios de pedigri
incompleto son suficientes. Estos disefios se pueden complementar con un disefio de cruzas simples para generar la poblacion
de seleccion para las siguientes generaciones. Ademas de su simplicidad, estos disefios son de bajo costo y permiten obtener con
rapidez un nimero elevado de familias de tamafio adecuado para aumentar las posibilidades de seleccién combinada (entre y
dentro de familias).

En estudios donde se ha comparado la eficiencia practica de varios disefios genéticos, se ha demostrado que
independientemente del costo, los disenos sencillos y rapidos de realizar permiten obtener casi las mismas respuestas por unidad
de tiempo que los disefios mas sofisticados (Cotterill 1986). Debido a que la mayoria de las caracteristicas de importancia en las
especies forestales tienen una heredabilidad baja, es importante estimar con precision los valores promedio por familias y generar
un diferencial de seleccion relativamente elevado para aumentar la eficiencia de la seleccion. Para ello se requiere tener el mayor

nimero posible de familias con un buen nimero de individuos cada una (van Buijtenen y Namkoong 1983).
Subdivision de la poblacion de mejoramiento

Uno de los problemas fundamentales de los ensayos de evaluacion es el establecer la poblacion para las generaciones avanzadas
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de mejoramiento genético, ya que a menos que el niimero de familias no emparentadas genéticamente sea muy elevado (tamarno

efectivo de la poblacién), en las generaciones siguientes se tendran problemas de endogamia, con los posibles efectos negativos
de depresién genética en las poblaciones de produccién de semilla (Namkoong et al. 1966; Libby 1973).

En la primera generacion del programa no existe ese problema, pues generalmente los progenitores provienen de
diferentes rodales naturales o plantaciones. Aun cuando la progenie se haya originado por polinizacion libre, dificilmente existira
consanguinidad entre las familias. A partir de la siguiente generacion el problema se puede controlar si se asegura un nimero
suficiente de familias no relacionadas entre si mediante cruzas controladas y se selecciona tinicamente un individuo por familia
para la siguiente generacion de cruzamiento.

Sin embargo, en las siguientes generaciones es necesario mantener registros de las cruzas para evitar en lo posible
cruzas entre parientes, o al menos controlar el aumento en la endogamia dentro de la poblacion de cruzamiento. Existen varios
esquemas de cruzas simples que permiten evitar o controlar el avance de la endogamia durante las primeras generaciones,
aunque tarde o temprano ésta empezara a aumentar mas rapidamente (Namkoong 1979).

Una alternativa al problema de la endogamia es la subdivision de la poblacién de cruzamiento en lo que se conoce
como "sublineas” (Burdon y Namkoong 1983). Este esquema est disefiado par evitar la endogamia en los huertos semilleros
de producciéon comercial, aun cuando ésta se presente en la poblacion de cruzamiento. Con este propdsito, la poblacion de
mejoramiento se divide en varios grupos de cruzamiento pequefios (15-30 individuos). Las cruzas sélo se realizan entre los
individuos de cada sublinea, pero no entre individuos de diferentes sublineas (Burdon et al. 1977; McKeand 1982; Kang vy
Nienstaedt 1987).

Al momento de establecer los huertos semilleros, se selecciona un solo individuo de cada sublinea, de tal manera que
se evita por completo la posibilidad de consanguinidad genética entre ellos, aun cuando las sublineas ya hayan acumulado
cierto nivel de endogamia (figura 2). Con este sistema no es indispensable realizar cruzas controladas dentro de cada sublinea,
aunque su realizacion puede ayudar a mantener un nivel similar de endogamia entre los individuos de cada grupo (van Buijtenen
y Namkoong 1983). McKeand et al. (1986) describen el uso de una estrategia de este tipo en el manejo de generaciones

avanzadas en un programa de mejoramiento genético de Pinus taeda L. en el Sureste de Estados Unidos.

Figura 2. Separacion de la poblacion de
cruzamiento en sublineas para evitar el
problema de la endogamia en los huertos
semilleros (Adaptado de Zobel y Talbert,
1984).
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Disefios experimentales utilizados en los ensayos de evaluacion genética

La calidad (precisién) de la informacién que se obtiene de un ensayo de evaluacién genética depende del disefio experimental
que se utilice. La eleccion de un disefio experimental para el establecimiento de los ensayos de evaluacion en campo no es
una decision facil, debido a que cominmente se deben satisfacer varios objetivos simultaneamente en términos del uso de la
informacion.

El objetivo general del disefio experimental es separar la variacion ambiental de la variacion genética, de tal manera
que se puedan estimar con precision los valores reproductivos de los padres y los parametros genéticos necesarios para definir
la estrategia de seleccion. Sin embargo, la eficiencia con que un disefio en particular logra estos propositos depende de muchos
factores, incluyendo la variabilidad del sitio y el nimero y tamafio de las familias consideradas en el ensayo (Bridgwater et al.
1983).

La evaluacién de los progenitores (pruebas de progenie) requiere una estimacion precisa de los valores promedio de
cada familia, para detectar diferencias entre un nimero reducido de ellas, como cuando se desea establecer o aclarear un huerto
semillero clonal. Para lograr lo anterior, las familias deben estar representadas por un buen nimero de individuos (20-30), que
permitan muestrear adecuadamente la variacién ambiental y genética (Robertson 1959).

En el caso de la estimacion de parametros genéticos, el disefio experimental debe estar orientado a estimar con precision
los componentes de varianza y covarianza y la heredabilidad, lo cual normalmente requiere un mayor nimero de familias. Cuando
el objetivo es producir una poblacion base para el siguiente ciclo de seleccion, se deben tener el nimero y tamario de familias
suficiente para alcanzar los diferenciales de seleccion apropiados entre y dentro de familias; sin embargo si se aumenta el tamaiio

del ensayo en forma excesiva, la varianza ambiental reducird la precisién de la seleccién (Bridgwater et al. 1983).
Caracteristicas de los disenos mas comunes

Los tres disefios experimentales mas ampliamente utilizados en los ensayos de evaluacidn genética de especies forestales son: a)
completamente al azar, b) bloques completos al azar y c) bloques incompletos (por ejemplo, latices). En la mayoria de los libros
de disefios experimentales se describen las ventajas y desventajas estadisticas de estos disefios (Steel y Torrie 1960; Martinez
1988).

Los disenos completamente al azar permiten incluir familias con diferente nimero de individuos, y el analisis estadistico
es muy simple, aun si se pierden parcelas completas por mortalidad, situacion relativamente comtn en el caso de los ensayos con
especies forestales. Sin embargo, debido a la extension requerida para los ensayos y a la variabilidad natural de la mayoria de los
sitios donde se establecen éstos, la variacion entre parcelas se confunde con la variabilidad del sitio, reduciendo la precision del
analisis. Este problema se reduce si se utilizan los bloques (completos o incompletos).

El disefio en bloques completos al azar es el mas utilizado en los ensayos con especies forestales, debido a su relativa
facilidad de establecer y analizar estadisticamente. La conformacion de los bloques permite controlar una parte de la variacion
ambiental presente en el terreno, en particular cuando ésta sigue un gradiente en una direccion determinada; por ejemplo, la
pendiente, la profundidad, o la distancia a una fuente de humedad en el suelo. En este caso, la conformacion de las parcelas
dentro del bloque debe permitir que las familias estén expuestas al mismo gradiente ambiental. Asi, en el caso de la pendiente del
terreno, los bloques se establecen perpendiculares a la pendiente, y las parcelas, paralelas a ella.

Aunque los bloques incompletos son mas eficientes que los bloques completos cuando se usa un nimero elevado de
familias, ya que se evita que aumente en forma excesiva el tamano del bloque, su establecimiento y analisis es mas complicado

y en algunos casos es dificil comparar las familias de un bloque incompleto con los de otro, si no existen entidades genéticas que
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"conecten” estos bloques. El desbalance en el diseno ocasionado por la pérdida de individuos o parcelas completas, o un niimero

desigual de repeticiones por familia hace mas complicado el analisis estadistico de los disefios en bloques al azar.

Cuando ademas de la evaluacion de las familias se desea incluir el efecto de otros factores, como fertilizacion, riego
o procedencias, es comtn que se utilicen parcelas divididas para la asignacion de estos factores; las familias se asignan a las
"parcelas chicas", y el otro factor a las parcelas "grandes". Land et al. (1986) presentan el modelo de anlisis de varianza para un
ensayo donde se contempla la inclusién de procedencias en parcelas grandes y de progenies (dentro de procedencias) en parcelas

chicas, en un disefio experimental en bloques completos al azar.
Distribucion del material en el campo

Una vez que se ha definido el disefio experimental a utilizar, es necesario definir los criterios para optimizar la distribucion del
material en el ensayo en términos del nimero de sitios y del tipo, tamario y nimero (repeticiones) de parcelas por familia en cada
sitio de prueba, ya que estos criterios van a influir sobre la eficiencia en la estimacion de los parametros genéticos y de las medias
de familias (Bridgwater et al. 1986).

Existen varias razones para establecer el ensayo en varios sitios. Por razones practicas, es conveniente que el ensayo
esté repetido cuando menos en dos localidades, para evitar pérdidas de los materiales o de la informacion a largo plazo si uno de
los ensayos es destruido por agentes naturales. La razon mas importante, sin embargo, es la presencia de interaccion genotipo-
ambiente, situacion que es comun en la mayoria de especies forestales. Cuando la interaccion es significativa y el ensayo
se establece en un solo sitio, estos efectos se confunden con los efectos genéticos, ocasionando una sobreestimacion de la
heredabilidad y sesgos en la estimacion de correlaciones genéticas y valores promedio de las familias (Bridgwater y Stonecypher
1978).

Debido a las limitaciones de recursos, en muchas ocasiones no es posible establecer el ensayo en un niimero elevado
de sitios. En estos casos es recomendable regionalizar primero el area de influencia del programa de mejoramiento y con base
en esto definir el niimero de sitios requeridos, en funcion de si se desea seleccionar individuos con una amplia adaptabilidad o
individuos con adaptacion a una condicion ambiental especifica. Cuando por limitantes del tamario de los ensayos o del niimero
de plantas por familia no es posible incluir todas las familias en todos los sitios, (es decir, las familias se dividen en grupos para
cada sitio), es necesario incluir un lote comiin en todos los sitios, que permita hacer las comparaciones entre las familias de
diferentes grupos.

En lo que respecta al tipo y tamano de las parcelas, existen varias configuraciones que se emplean cominmente,
incluyendo las parcelas de varios arboles en hileras, en bloques compactos, o en puntos discontinuos, y las parcelas de un solo
arbol (figura 3).
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Figura 3. Tipos de parcelas utilizadas mas cominmente en los ensayos de evaluacion genética de especies forestales.

Las parcelas de dos a diez arboles colocados en hileras son las mas comunes en ensayos con especies forestales, por su simplicidad
en el establecimiento, medicion y realizacion de operaciones silvicolas como aclareos. Este tipo de parcelas también permite
evaluar competencia inter e intra-familiar y, por lo tanto, se puede realizar seleccién a los dos niveles (Adams et al. 1973). Las
parcelas en hileras son utiles si los individuos seleccionados se van a emplear en plantaciones con mezclas de genotipos.

Desde el punto de vista estadistico, sin embargo, las parcelas de un solo arbol o las parcelas discontinuas (donde los
miembros de una familia estan dispersos en todo el bloque) son mas eficientes para separar la varianza ambiental de la varianza
genética entre familias (Lambeth et al. 1983; Loo-Dinkins y Tauer 1987). Las parcelas de un solo individuo reducen drasticamente
el tamanio del bloque o repeticion, pero tienen el inconveniente de que la mortalidad puede ocasionar un fuerte desbalance, lo
que complica el analisis estadistico, ademas de que dificulta la seleccion dentro de familias. Las parcelas discontinuas permiten
resolver el problema del desbalance, aunque son mas complicadas de establecer y de mantener la identidad de los genotipos a lo
largo del ensayo. Debido a los huecos ocasionados por la mortalidad, todos los arboles deben estar debidamente etiquetados.

Cuando el niimero de arboles por parcela es elevado, es comtn que se utilicen las parcelas en bloques compactos
(rectangulares o cuadrados). Este tipo de parcela es Util para la seleccién intra-familial, pero puede ocasionar confusién de efectos
ambientales con efectos genéticos entre las familias, sobre todos si las parcelas son relativamente grandes (Loo-Dinkins y Tauer
1987). Debido a que permite evaluar la competencia intrafamiliar, esta configuracién es Util cuando el material seleccionado se
pretende establecer en plantaciones puras; es decir, en bloques extensos con una sola familia.

Existen otras configuraciones de parcelas que se han propuesto, como la parcela hexagonal o las parcelas interconectadas
que ofrecen ciertas ventajas para la realizacién de operaciones silvicolas sin alterar el balance del disefio original (Libby y
Cockerham 1980); sin embargo su utilizacién en ensayos genéticos ha sido relativamente limitada.

El tamafio y nimero de parcelas por familia en los ensayos depende de la precision deseada en la estimacion de las
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medias de familias y de los parametros genéticos asi como del patron de variabilidad del sitio. En general, se considera que se

requieren entre 30 y 40 arboles por familia en el ensayo para lograr una buena estimacion. Si se parte de este nimero total de
individuos por familia, la decision sobre el tamafio y nimero de parcelas depende de otras consideraciones, como la variabilidad
del sitio, (tamafio maximo de las repeticiones) v la intencién de hacer seleccidn entre o dentro de familias (Bridgwater et al.
1983). Asi, por ejemplo 40 arboles por familia se pueden distribuir en 40 parcelas (repeticiones) de un solo arbol o en dos

parcelas de 20 arboles, pero también se pueden acomodar en ocho parcelas (repeticiones) de cinco arboles en linea.
Establecimiento y mantenimiento de los ensayos

Existe una serie de consideraciones practicas que se deben hacer en esta fase del ensayo, incluyendo aspectos como eleccion
del sitio, distribucion de los bloques, produccion de la planta en vivero, preparacion del terreno, espaciamiento de plantacion,
control de malezas y operaciones de manejo silvicola (fertilizacién, aclareos, podas y otras). Debido a razones de espacio y
tiempo, estas actividades no se discuten en el escrito, por lo que las personas interesadas en éstos y otros aspectos practicos del
establecimiento de los ensayos de evaluacién pueden consultar los escritos de Goddard et al. (1983), Kellison y Lea (1983),
Weir et al. (1983) y Zobel y Talbert (1984), entre muchos otros.

Sin embargo, es conveniente senalar que las actividades de establecimiento y mantenimiento de los ensayos tienen
fuertes implicaciones sobre la precision estadistica de la informacion que se obtenga de ellos. Si las actividades no se realizan
en forma correcta y oportuna, se puede aumentar la variacion ambiental dentro del ensayo. Por otro lado, un mantenimiento
inadecuado de los ensayos puede ocasionar un aumento considerable en la mortalidad, lo cual genera desbalances en el disefio y

complica el analisis estadistico, ademas de reducir la precision de los resultados.
Analisis estadistico de los ensayos genéticos

La informacion generada en los ensayos de campo debe ser analizada estadisticamente para satisfacer los objetivos
planteados inicialmente. En forma rutinaria, el analisis incluye al menos la estimacion de los componentes de varianza para el
calculo de los parametros genéticos y la estimacion de valores promedio por familia para el ordenamiento y seleccion de los
progenitores.

Aunque estos analisis parecen simples, en la practica pueden ofrecer serios problemas para su realizacion e interpretacion.
Existen varios métodos para estimar los componentes de varianza con el paquete estadistico SAS. Cuando los datos estan
balanceados, la decision es simple, ya que el procedimiento ANOVA (analisis de varianza) o VARCOMP presenta las caracteristicas
adecuadas para la estimacion. El problema aparece cuando los datos estan desbalanceados, que es el caso mas comun en los
ensayos con especies forestales, pues no existe un método de estimacién que sea apropiado para todas las situaciones (Littell
y McCutchan 1986). Al utilizar este procedimiento es conveniente especificar la opcién REML (siglas en ingles de “Restricted
Maximum Likelihood” é “Método de Maxima Verosimilitud Restringida”), la cual produce estimadores no sesgados. Este método
restringe la estimacién de cualquier componente de varianza a un minimo de cero (Litell et al. 1996).

Es necesario consultar fuentes especializadas en estadistica para definir el procedimiento mas adecuado a cada caso
en particular. Sin embargo, existen tres procedimientos que se utilizan con mayor frecuencia, el GLM (General Lineal Models),
el VARCOMP (procedimiento que permite la estimacién directa de componentes de varianza) y el MIXED (procedimiento
para modelos mixtos, que incluye tanto efectos aleatorios como fijos). En funcién del procedimiento elegido se estiman los
componentes de varianza con base en la composicion y estructura de los cuadrados medios esperados que se especificaron en el

modelo. El modelo estadistico depende del disefio de cruzamiento y del disefio experimental que se hayan empleado en el ensayo
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de evaluacién genética. En el documento de van Buijtenen y Tuskan (1986) se presentan los modelos estadisticos para algunos

de los disefios mas utilizados en especies forestales.

El procedimiento GLM es adecuado cuando los datos estan desbalanceados (parcelas perdidas o incompletas); sin
embargo, requiere de un sistema de computo de mayor capacidad, y es necesario especificar las fuentes de variacion en el modelo
que tienen efectos aleatorios mediante la especificacion RANDOM vy la opcidn TEST, para obtener los coeficientes (ki) asociados
a cada componente de variacion. Ademas, cuando el coeficiente asignado a un componente en particular defiere notoriamente
de una fuente de variacion a otra, es necesario combinar los cuadrados medios de dos o mas fuentes de variacion para estimar
correctamente los componentes de varianza. En el cuadro 1 se presenta un ejemplo sencillo de estimacion de componentes de
varianza con este procedimiento, para un modelo donde sélo se contemplan los efectos de familias de medios hermanos, en un

diseno experimental en bloques al azar.

Cuadro 1. Estructura de los cuadrados medios y estimacion de los componentes de varianza empleando el procedimiento GLM de SAS.

Fuente de Variacion Cuadrado Medio Esperado
Bloques CM,, = 0%, + kg O%¢ + ks 0%,
Familias CM; = 0%, + ky 02 + k3 0%
Bloques x Familias (entre parcelas) CMys = 02, + kg 0%
Error (dentro de parcelas) CM, = 02,

0%, =CM,
0% = (CMps - CM.) /Ky
0% = {CM; - [ (ka/ky) CMyg + (1 -(kp/kq)) CME]}/ks

donde:

ki, kz, ks, kg v ks, son los coeficientes asociados a los componentes de varianza en cada fuente de variacion.

Con el procedimiento VARCOMP se pueden estimar directamente los componentes de varianza de cada una de las fuentes
incorporadas en el modelo, pero requiere que todos los factores involucrados sean de efectos aleatorios. Ademas, cuando
los datos estan fuertemente desbalanceados, es necesario utilizar la opcion REML para evitar sesgos en la estimacion de los
componentes; al igual que en el caso del procedimiento GLM, cuando el modelo es relativamente complicado o muestra fuertes
desbalances, se requiere un sistema de computo con suficiente capacidad de memoria y un procesador relativamente rapido.
Afortunadamente, en las condiciones actuales estas caracteristicas del sistema de computo ya no son una limitante fuerte en el
uso de estos procedimientos de analisis de datos y estimacion de parametros genéticos.

El procedimiento MIXED es mas apropiado para modelos que incluyen efectos fijos y aleatorios, ya que este procedimiento
define a los efectos aleatorios como verdaderamente aleatorios y los separa del resto de efectos. Este procedimiento utiliza de
base como algoritmo de computo el REML. Este procedimiento es mas conveniente que los demas cuando los datos se encuentran
fuertemente desbalanceados. Puede ser utilizado para modelar datos de efectos fijos y aleatorios, mediciones repetidas, datos
con heterogeneidad de varianza y observaciones auto-correlacionadas. El procedimiento MIXED, al igual que el VARCOMP no
produce un cuadro de analisis de varianza como el procedimiento GLM; en cambio, presenta los resultados de la prueba de F para
los efectos fijos, y la estimacion de los componentes de varianza para los efectos aleatorios, mismos que se usan en la estimacion
de heredabilidad, y otros parametros genéticos. Otra ventaja de este procedimiento es que permite calcular adecuadamente los

grados de libertad del denominador de la prueba de F utilizados en disefios de parcelas divididas, lo que se logra especificando
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la opcion SATTERTHWAITE. Sin embargo, debido a que el algoritmo es de tipo iterativo, el programa MIXED requiere mayor

capacidad de memoria de computo; ademas, solo maneja una variable a la vez, por lo que requiere repetir el programa tantas
veces como el nimero de variables que se desea analizar.

El calculo de los valores promedio de las familias para calificar y ordenar a los progenitores con base en sus valores
reproductivos puede ocasionar sesgos en la seleccion si los datos estan desbalanceados, especialmente cuando no todas las
familias estan igualmente representadas en todos los bloques o sitios del ensayo, o cuando existen grandes diferencias entre
los valores medios de estos bloques o sitios (White et al. 1986). Para reducir el sesgo, los valores de los individuos se pueden
expresar como desviaciones del valor promedio de las unidades mayores en el ensayo, y corregir por el diferente nimero de
individuos presentes de cada familia (Hatcher et al. 1981; Cotterill et al. 1983). Este mismo tipo de ajuste se recomienda
cuando dentro de una repeticion se detectan gradientes definidos de variacion ambiental; en este caso, los bloques se subdividen

en estratos y los valores de los individuos se ajustan de acuerdo con el valor promedio del estrato en que estan ubicados.
Literatura citada

Adams, W.T,, J.H. Roberds, and B.J. Zobel. 1973. Intergenotypic interactions among families of loblolly pine (Pinus taeda L.). Theor. Appl.
Genet. 43: 319-322.

Bridgwater, F.E. and R.W. Stonecypher. 1978. Genotype x environmental interaction: implication in tree breeding programs. In: Proceedings
of the Fifth North American Forest Biology Workshop, March 15-19, 1978. Gainesville, Florida. pp: 49-63

Bridgwater, F.E., JT. Talbert, and D.L. Rockwood. 1983. Field design for genetic tests of forest trees. In: Progeny testing of forest trees.
Southern Cooperative Series Bulletin No. 275. Department of Agricultural Communications, Texas A&M University, College Station, Texas.
pp: 28-39.

Burdon, R.D. and G. Namkoong. 1983. Short note: Multiple populations and sublines. Silvae Genet. 32: 221-222.

Burdon, R.D. and C.J.A. Shelbourne. 1971. Breeding populations for recurrent selection: conflicts and possible solutions. N. Z. J. For. Sci. 1:
174-193.

Burdon, R.D., C.J.A. Shelbourne, and M.D. Wilcox. 1977. Advanced generation strategies. In: Third World Consultation on Forest Tree
Breeding. Canberra, Australia. pp: 1137-1147.

Cotterill, P.P. 1986. Genetic gains expected from alternative breeding strategies including simple low cost options. Silvae Genet. 35: 212-
223.

Cotterill, P.P,, R.L. Chorell, and R. Boardman. 1983. Methods of estimating the average performance of families across incomplete open-

pollinated progeny tests. Silvae Genet. 32: 28-32.

Goddard, R,, S. Land, and S. Kossuth. 1983. Test establishment, maintenance and measurement. In: Progeny testing of forest trees. Southern
Cooperative Series Bulletin No. 275. Department of Agricultural Communications, Texas A&M University, College Station, Texas. pp: 40-50.

Hatcher, AV., F.E. Bridgwater, and R.J. Weir. 1981. Performance level - standardized score for progeny test performance. Silvae Genet. 30:
184-187.

Kang, H. and H. Nienstaedt. 1987. Managing long-term tree breeding stock. Silvae Genet. 36: 30-39.

Kellison, R.C. and R. Lea. 1983. Progeny test methodology: raising the seedlings. In: Progeny testing of forest trees. Southern Cooperative
Series Bulletin No. 275. Department of Agricultural Communications, Texas A&M University, College Station, Texas. pp: 16-23.

DiseNos GENETICOS v METODOS ESTADISTICOS EN LA EVALUACION DE GERMOPLASMA DE Especies ForesTaLEs  |125



Lambeth, C.C., W.T. Gladstone, and R.W. Stonecypher. 1983. Statistical efficiency of row and noncontiguous family plots in genetic tests of
loblolly pine. Silvae Genet. 32: 24-28.

Land, S.B., Jr,, B.C. Bongarten, and J.R. Tolliver. 1986. Genetic parameters and selection indices from provenance/progeny tests. In: Statistical
considerations in genetic testing of forest trees. Southern Cooperative Series Bulletin No. 324. Institute of Food and Agricultural Sciences,
University of Florida, Gainesville, Florida. pp: 59-74.

Libby, W.J. 1973. Domestication strategies for forest trees. Can. J. For. Res. 3: 265-276.

Libby, W.J. and C.C. Cockerham. 1980. Random non-contiguous plots in interlocking field layouts. Silvae Genet. 29: 183-190.

Littell, R.C. and B.G. McCutchan. 1986. Use of SAS for variance component estimation. In: Statistical considerations in genetic testing of
forest trees. Southern Cooperative Series Bulletin No. 324. Institute of Food and Agricultural Sciences, University of Florida, Gainesville,

Florida. pp: 75-86.

Littell, R.C., Milliken, G.A., Stroup, W.W., and Wolfinger, R.D. 1996. SAS system for mixed models. SAS Institute Inc., Cary, North Carolina.
633 p.

Loo-Dinkins, J.A. and C.G. Tauer. 1987. Statistical efficiency of six progeny test field designs on three loblolly pine (Pinus taeda L.) site
types. Can J. For. Res. 17: 1066-1070.

Martinez G., A. Diserios experimentales: métodos y elementos de teoria. Ed. Trillas, México. 756 p.

McKeand, S.E. 1982. Sublining for half-sib breeding populations for forest trees. Silvae Genet. 31: 14-17

McKeand, S.E., G.S. Foster, and F.G. Bridgwater. 1986. Breeding system for pedigree-controlled production populations of loblolly pine. In:
Advanced generation breeding of forest trees. Southern Cooperative Series Bulletin No. 309. Louisiana Agricultural Experiment Station,

Louisiana State University Agricultural Center, Baton Rouge, Louisiana. pp: 53-61.

McKinley, C.R. 1983. Objectives of progeny tests. In: Progeny testing of forest trees. Southern Cooperative Series Bulletin No. 275.
Department of Agricultural Communications, Texas A&M University, College Station, Texas. pp: 2-5.

Namkoong, G. 1979. Introduction to quantitative genetics in forestry. U.S.D.A. Forest Service Technical Bulletin No. 1588. 342 p.

Namkoong, G., E.B. Snyder, and R.W. Stonecypher. 1966. Heritability and gain concepts for evaluating breeding systems such as seedling
seed orchards. Silvae Genet. 15: 76-84.

Namkoong, G. and J.H. Roberds. 1974. Choosing mating designs to efficiently estimate genetic variance components for trees. Silvae Genet.
23:43-54.

Pepper, W.D. and G. Namkoong. 1978. Comparing efficiency of balanced mating designs for progeny testing. Silvae Genet. 27: 161-169.
Robertson, A. 1959. Experimental design in the evaluation of genetic parameters. Biometrics 15: 219-226.
Steel R.G.D. and J.H. Torrie. 1960. Principles and procedures of statistics. McGraw-Hill Inc., New York. 481 p.

Stonecypher, R.W. 1969. Recurrent selection in forest tree breeding. In: Proceedings of the Tenth Southern Conference on Forest Tree
Improvement, June 17-19, 1969. Houston, Texas. pp: 7-16.

van Buijtenen, J.P. 1976. Mating designs. In: IUFRO joint meeting on advanced generation breeding, June 14-18, 1976. Bourdeaux, France.
pp: 11-27.

126 | MANEJO DE RECURSOS GENETICOS FORESTALES



van Buijtenen, J.P. and F.E. Bridgwater. 1986. Mating and genetic test designs. In: Advanced generation breeding of forest trees. Southern

Cooperative Series Bulletin No. 309. Louisiana Agricultural Experiment Station, Louisiana State University Agricultural Center, Baton Rouge,
Louisiana. pp: 5-10.

van Buijtenen, J.P. and G. Namkoong. 1983. Mating designs. In: Progeny testing of forest trees. Southern Cooperative Series Bulletin No.
275. Department of Agricultural Communications, Texas A&M University, College Station, Texas. pp: 7-13.

van Buijtenen, J.P. and G.A. Tuskan. 1986. Design of control pollinated progeny and clonal tests. In: Statistical considerations in genetic
testing of forest trees. Southern Cooperative Series Bulletin No. 324. Institute of Food and Agricultural Sciences, University of Florida,

Gainesville, Florida. pp: 9-21.

Weir, R.J., J.P. van Buijtenen, and R.E. Goddard. 1983. Robert's rules of disorder or what not to do. In: Progeny testing of forest trees. Southern
Cooperative Series Bulletin No. 275. Department of Agricultural Communications, Texas A&M University, College Station, Texas. pp: 24-27.

White, T.L., G.R. Hodge, and M.A. DelLorenzo. 1986. Best linear prediction of breeding values in forest tree improvement. In: Statistical
considerations in genetic testing of forest trees. Southern Cooperative Series Bulletin No. 324. Institute of Food and Agricultural Sciences,

University of Florida, Gainesville, Florida. pp: 99-122.

Zobel B.J. and J.T. Talbert. 1984. Applied forest tree improvement. John Wiley & Sons, New York. pp: 231-267.

DiseNos GENETICOS v METODOS ESTADISTICOS EN LA EVALUACION DE GERMOPLASMA DE Especies ForesTaLes  |127



I
10. Disenio y manejo de bases de datos
y sistemas computarizados
Jay H. Kitzmiller




10. Diseiio y manejo de bases de datos y sistemas computarizados

Jay H. Kitzmiller
Genetic Resource Center, U.S.D.A. Forest Service, 2741 Cramer Lane, Chico, California 95926, E.U.A.
Resumen

Los programas de mejoramiento de arboles requieren del uso de métodos eficientes para el manejo de la informacion. Los
objetivos de los programas determinan cuales datos son necesarios y como se deberan usar. El flujo completo de materiales
vegetales y de informacion debe considerarse en conjunto. Algunos métodos sencillos y estandarizados debieran usarse para
capturar y transferir datos electronicamente entre las unidades de trabajo colaboradoras. Los programas de computo deben
usarse para facilitar el trabajo de campo y documentar los resultados. En los programas genéticos de gran escala, las bases de
datos relacionados son superiores en diseno sobre las bases de datos planas. Las bases de datos relacionadas son muy compatibles
con los ambientes de computo de Sistemas de Informacion Geografica (SIG). Las aplicaciones de SIG incluyen las actividades
de manejo relacionadas con arboles individuales dentro de un huerto semillero o de un rodal, asi como aquellos relacionados con

plantaciones individuales o rodales dentro de un paisaje o zona forestal.
Introduccion

El éxito de los programas de mejoramiento de arboles depende del desarrollo de materiales vegetales, del manejo de la informacion
que identifica y caracteriza estos materiales vegetales y de las actividades de cultivo. Una raza genéticamente mejorada es un
producto valioso que resulta de una cuidadosa planificacion y ejecucion de actividades coordinadas durante muchos afios y
en diferentes localidades. Cominmente, el proceso de seleccion y cruzamiento empieza con la seleccién de arboles padre con
caracteristicas deseables en rodales naturales. A continuacion se recolecta la semilla, las puias y a veces también polen y se
envian a un vivero para su procesamiento. Subsecuentemente, las plantulas, los injertos y los acodos se plantan y se realiza la
polinizacion en arboles con caracteristicas deseables en los huertos. Cada actividad produce datos y resultados importantes. La
mayoria de los programas también incluyen actividades de investigacion aplicada en cooperacion con otras agencias, compaiiias
o grupos, para compartir informacion, cargas de trabajo y material vegetal.

El manejo de la informacion es crucial en un programa de mejoramiento genético de arboles. Debe construirse una
base de conocimiento al iniciarse nuevos programas, proyectos o actividades de cultivo. Las observaciones y experiencias deben
documentarse para mostrar que es lo que funciona y que es lo que no funciona. Asimismo, es imperativo dar seguimiento a
actividades historicas y a los resultados logrados. Mucha de esta informacion se usa para la toma de decisiones que guiaran la
direccién de un programa. Los manejadores (administradores) deben apoyar cada programa con informacién apropiada para
justificar sus acciones y decisiones, asi como para demostrar su propia credibilidad y la confiabilidad de sus productos.

La integridad genética del material debe mantenerse a través de todo el proceso. Algunas veces, esto involucra
rastrear la identidad de cientos de miles de arboles individuales (cuadro 1). Por ejemplo, la Regidn del Suroeste del Pacifico
(Pacific Southwest Region) del Servicio Forestal de los Estados Unidos de América usa un programa de alto nivel. Cuando esté
completamente desarrollado, el programa incluira cuatro especies, 7,200 arboles padre superiores, 1,800,000 arboles procreados

y 108,800 arboles injertados en huertos semilleros.
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Cuadro 1. Nimero de semillas, arboles e injertos para manejarse en un programa de alto nivel.

Programa Padres Semilla (Banco  Semilla (Vivero)
Unidad de Semillas)
1 Padre 1 1,000 500
1 Zona de Cruza 200 200,000 100,000
1 Especie (= 9 ZMs) 1800 1,800,000 900,000
| Programa de alto 7,200 7,200,000 3,600,000

nivel (= 4 Spp.)

Necesidades de informacion para el programa

Ensayos de Campo

250
50,000
450,000
1,800,000

Arboles injertados
(huertos)

16

3,200

27,200

108,800

El primer paso consiste en determinar qué informacion se requiere para apoyar el programa. Disponer los objetivos del programa

en forma paralela a las actividades que apoyaran esos objetivos. Considerar el tipo, calendario, localizacion, fuerza de trabajo,

datos y productos involucrados en cada actividad (cuadro 2). A continuacién, examinar cémo estan conectadas todas estas

actividades unas con otras en términos de datos comunes y necesarios. Todos éstos, junto con el presupuesto, guiaran la

identificacion de la informacion esencial.
Cuadro 2. Vista general de los elementos y secuencia en el proceso de mejoramiento.

Secuencia de Secuencia de

localizacion materiales genéticos humanas

Rodal natural arbol padre selecto seleccionar

>>5>5>>>>> flores polen polinizar colectar
SE>55555> Semillas
Vivero brinzales, injertos,
acodos
Plantacion arbol

Herramientas de computo

Secuencia de acciones

1-5
1-5
2-7

3-8

Tiempo (afios)

Informacion
(datos)
Localidad,
fecha actividad,

observaciones

% germinacion,

% injerto/raiz,
cultivo, crecimiento,
enfermedades,
conjunto de yemas
9% supervivencia,
plagas, competencia,
calidad de sitio,

clima

Dentro del contexto del "marco general”, una decision muy importante es la relacionada con el tipo de hardware (equipo) y

software (paqueteria) a ser adoptados y utilizados. A menudo, esta decision esta determinada por restricciones de presupuesto,
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soporte técnico disponible, nivel de habilidades del usuario y oportunidades de entrenamiento, asi como de las necesidades basicas

del programa. Antes de seleccionar entre un vasto arreglo de sistemas de hardware/software (equipo/paqueteria) uno debiera
considerar cuidadosamente todas las facetas: recoleccion de datos, captura, transferencia, almacenaje, analisis y presentacion.
Como regla general, usualmente lo mejor es: 1) mantener un manejo sencillo de la informacién, 2) cuando sea posible,
usar el software (paqueteria) existente para minimizar la costosa programacion acostumbrada, 3) evitar la recoleccién de datos
innecesarios, 4) coordinar la adquisicién de equipo y paqueteria para obtener compatibilidad y estandarizaciéon (uniformidad)
entre las unidades de trabajo del programa, y 5) proveer en la "caja de herramientas de computo" suficiente diversidad, flexibilidad

y posibilidad de evolucion tecnoldgica a fin de cumplir con todo el trabajo.

Estandarizacion

El sistema de base de datos debe estandarizarse con el fin de mantener en una linea prefijada el flujo de informacion de manera
eficiente y oportuna entre las unidades de trabajo y sus clientes. Esto significa un acercamiento relativamente uniforme del
hardware (equipo), del software (paqueteria), de la estructura de archivos, de los campos de datos, y de los métodos de
procesamiento a través de las unidades de trabajo y de las actividades del programa, En un programa coordinado de gran tamaiio,
los datos historicos mas viejos se comparten entre las unidades de trabajo, y los nuevos datos que se generan en varias etapas
de desarrollo del material vegetal también deben ser compartidos. Compartir datos y materiales vegetales por las diferentes
personas que coordinan las actividades del programa en diferentes etapas y localidades, proporciona la base e incentivo para la

estandarizacion y consistencia en el manejo de datos.
Comunicacion de informacion y transferencia de datos

El flujo completo de informacion, desde el origen de los datos hasta la presentacion de los resultados, debera considerarse al disefar
un sistema eficiente de manejo de informacion. Nuestros genetistas utilizan pequefias computadoras de mano para recolectar la
mayor parte de informacion de campo. Los datos son alimentados ya sea electronicamente desde instrumentos de medicion o
dispositivos de cadigos de barra, directamente a la computadora, o son capturados a mano. Una vez en la computadora, los datos
son revisados en su precision; mientras tanto, las cuadrillas de campo estan atin en el sitio. En gabinete, los datos se transfieren a
una Computadora Personal (PC) IBM-compatible. La mayoria del procesamiento de datos se hace en programas de PC con base
en hojas desplegables, graficas y analisis estadisticos. Al nivel de la PC, las bases de datos se pueden relacionar a pesar de que los
usuarios no estén conectados a la red.

Siempre que sea posible, es muy ventajoso conectar las PC's a un servidor principal de una red de computo. El Servicio
Forestal del Departamento de Agricultura de los EUA utiliza normalmente un servidor principal de Datos Generales que esta
conectado a cada oficina y estacion de campo en toda la nacion. El correo electrénico, que incluye archivo de datos y mensajes,
se transfiere a través de lineas telefénicas. Este sistema crea una amplia variedad de opciones para compartir informacion y
tener acceso a la paqueteria (software). Las PC’s estan conectadas a ese sistema de servidor principal para su almacenamiento
y/o subsecuente transferencia a cualquier localidad. Asimismo, los usuarios de localidades remotas pueden tener acceso y ver
los datos via telecomunicaciones. En general, recolectamos en computadoras de mano, transferimos los datos de una PC, los
cargamos a un servidor principal para su almacenamiento y procesamiento inicial, los descargamos hacia las PC's para desplegarlos
en hojas, para analizarlos y para graficarlos. En cualquier punto del procesamiento, podemos enviar datos por correo a otra unidad
de trabajo, de tal forma que ellos pueden descargar v utilizar programas de PC de acuerdo con sus necesidades.

Cada entrada de datos hecha a mano introduce un incremento en el riesgo de error humano. Con frecuencia, los datos
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son inicialmente capturados a mano y luego transferidos electronicamente a otras computadoras para minimizar los errores

de captura. Por ejemplo, los datos de mediciones de plantulas en ensayos de progenie en la etapa de vivero se procesan con
instrumentos electronicos conectados directamente a las computadoras de mano. Un cddigo de barras puede conectarse
directamente a la computadora para que lea automaticamente las etiquetas para identificar la ascendencia, la localidad vy el
tratamiento de los individuos que se miden, y para transferir los datos al disco (duro). Con este procedimiento de recoleccién de
datos, todos éstos se capturan electronicamente. Las caracteristicas importantes de las computadoras de mano para el campo
incluyen: pilas (baterias) de larga duracién, con gran capacidad de memoria, que sean programables y compatibles con DOS, de

amplio despliegue de pantalla y de disefio adecuado para soportar el manejo rudo en el campo.
Disefio de bases de datos

Una vez que se ha generado una primera vision de las consideraciones del "marco general’, examinaremos ahora aspectos de
mayor detalle en el disefio de las bases de datos. La primera parte del diserio de la base de datos consiste en identificar los datos

esenciales que seran recolectados para cada actividad (cuadro 2). En general, los tipos de datos incluiran las siguientes categorias:

1. Localidad (i.e. de origen genético, de actividad) de fecha (i.e. de eventos, de actividades).
2. Desempefio fenotipico de rasgos (i.e. peso de semillas, supervivencia, floracién, altura).
3. Genealogia (i.e. linaje ancestral, fuentes paternas)
4. Actividades de cultivo (i.e. tratamiento de fertilizacidn, poda, plantacién).
5. Ambiental y ecolégica (i.e. temperatura, especie, profundidad del suelo, densidad del rodal).
6. Tiempo y costo (i.e. presupuesto y anlisis econémico).
Estos datos caracterizan la biologia y desemperio de los materiales genéticos a través del tiempo y espacio en un

programa de manejo.
Base de datos plana versus relacionada

Una decision importante consiste en definir si se va a usar una base de datos con estructura plana o con estructura relacionada.
La estructura convencional de un archivo plano consiste en un arreglo comin de hileras y columnas en un formato de hoja
desplegada, con informacion en una serie de grandes cuadros que comparten mucha informaciéon comuiin, pero que no estan
unidos (interconectados). Una base de datos de estructura relacionada es diferente en el sentido de que la informacién esta
contenida en una serie de cuadros que estan conectados unos con otros (interconectados) por un campo comdin.

La base de datos de estructura relacionada es mas eficiente, pero requiere mayor experiencia (pericia) para su disefio,
desarrollo y manejo. Las principales desventajas de un archivo de estructura plana son: duplicacién, formatos inconsistentes
y falta de integracion de los datos. Estos conducen a mas errores y mayor esfuerzo de mantenimiento. La ventaja clave es la
simplicidad de la estructura del archivo plano.

Las estructuras de archivos plano y relacionado se comparan en la figura 1a y 1b. En este ejemplo, toda la informacion
esta contenida en un solo cuadro en un archivo plano y esa misma informacion esta contenida en tres cuadros de un archivo
relacionado. El archivo plano tiene ocho campos de datos y 11 lineas de registro para un total de 88 celdillas de datos. El archivo
plano tiene 40 repeticiones, 11 celdillas en blanco (vacias) y 37 datos originales. Los cuadros del archivo relacionado totalizan
48 celdillas de datos. Este archivo utilizé solamente 11 campos de datos no originales, en comparacion con los 51 usados por el

archivo plano; ademas, estos 11 campos fueron identificadores comunes para conectar los cuadros. De esta forma, la estructura
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relacionada utiliza sélo 48/88=55 por ciento del espacio usado por el archivo plano, en este ejemplo. Por si fuera poco, el archivo

plano tiene casi cinco veces mas duplicaciones. Dentro de un cuadro de una base de datos relacionada, existe una relacion uno
a uno entre los campos de datos (no duplicacién). Entre dos cuadros de una base de datos relacionada, hay comiinmente una

relacién de uno a muchos para un campo comuin (ver la explicacion posterior para la figura 2).

(a) Base de datos plana

Arbol No. Latitud Longitud
001 39.44.1 121.38.8
001 39.44.1 121.38.8
001 39.44.1 121.38.8
001 39.44.1 121.38.8
111 40.22.4 122.06.6
111 40.22.4 122.06.6
111 40.22.4 122.06.6
111 40.22.4 122.06.6
222 41.30.0 123.11.1
222 41.30.0 123.11.1
222 41.30.0 123.11.1

(b) Base de datos relacionada
Ident. Arbol Latitud
001 39.44.1
111 40.22.4
222 41.30.0
Ident. Arbol Fecha de semilla
001 09/86
001 09/89
111 09/87
111 09/90
222 08/91
222 08/93
Ident. Arbol Fecha de Puas
001 11/86
001 11/89
111 10/87
111 11/90
222 11/93

Elevacion Zona

46 531

46 531

46 531

46 531

55 526

55 526

55 526

55 526

22 741

22 741

22 741

Longitud
121.38.8 46
122.06.6 55
123.11.1 22
No. semilla 46
190 55
380 55
315 55
602 55
683 22
410 22
No. de Puas

12
10
8
14
18

Figura 1. Comparacién entre bases de datos plana (a) y relacionada (b).
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Fecha
09/86
11/86
09/89
11/89
09/87
10/87
09/90
11/90
08/91
08/93
11/93

Elevacion

Semilla

190

380

315

602

683
410

531
526
741
531
526
526
526
526
741
741

12

10

14

18

Zona

Puas



Agregar un nuevo campo a un archivo plano, da como resultado mas hileras y mas duplicacion de datos, debido a que

se generan mas combinaciones de hileras y columnas. La opcion para este problema de estructura de archivo consiste en separar
los archivos planos para mantenerlos relativamente pequerios. De cualquier manera, esto crea un nuevo problema, los datos que
residen ahora en los diferentes archivos planos ya no estan integrados. En los programas genéticos, el problema de escala es
significativo y los datos deben estar integrados y automatizados.

El Programa de Genética de la Regidn Suroeste del Pacifico (Pacific Southwest Region) esta en el proceso de modificar
el almacenamiento de datos en archivos planos a un arreglo de cuadros en ORACLE, que es un programa popular de bases de
datos relacionadas. ORACLE permite el acceso multiple de usuarios y capacidad de red, es muy flexible y puede ampliarse en
cualquier momento para satisfacer las necesidades futuras. Nuestra base de datos genéticos (GENDAT) contiene mas de 10

cuadros base.

Seguimiento (rastreo) de la identidad del material genético

El disefio de la base de datos es el proceso de determinar cuales grupos de campos de datos deben estar acomodados en cada cuadro.
El disefio de las bases de datos depende del disefio del programa de mejoramiento genético de arboles y de como se dara seguimiento
a la informacion. Un objetivo crucial de cualquier programa genético consiste en dar seguimiento a la identidad y pedigri o ancestria del
material genético. Sin embargo, algunos programas pueden elegir dar seguimiento inicamente a la ascendencia materna, mientras que
otros pueden decidir en seguir la pista a ambas ascendencias, paterna y materna. Mantener la capacidad para dar seguimiento a todos
los materiales, eventos, localidades, etc., a través de todas las sendas puede no ser realista. Lo primero es construir los cuadros de bases
de datos esenciales para darles seguimiento. Enseguida, evaluar las ventajas y desventajas de anadir otros datos de menor importancia.

Los cuadros base de genealogia se usan como ejemplo para mostrar la naturaleza relacionada del sistema (figura 2). Este
cuadro-diagrama de relacion muestra la senda para dar seguimiento al pedigri y a los materiales reproductivos. Cada celdilla representa
un cuadro base. Los cuadros base estan conectados por una senda uno-a-uno, o con mayor frecuencia, uno-a-muchos (tri-ramificada).
Los campos comunes que conectan dos cuadros base se muestran a lo largo de la senda. Dando seguimiento primero a la ascendencia
femenina, una planta puede producir una o muchas cosechas de semilla, que terminan en diferentes recolecciones de semilla. Un lote de
semillas se convierte en un lote de vivero cuando se siembra. Este puede estar compuesto de una a muchas mezclas que producen de
una a muchas plantas.

Dando seguimiento a la ascendencia masculina, una sola planta puede producir muchas cosechas de polen (i.e. ser un padre).
Asimismo, la misma planta puede ser polinizada muchas veces por otros machos (i.e. ser una madre). En forma similar, un lote de polen
puede estar compuesto de una o muchas colecciones, y un lote de polen puede ser usado en uno o muchos eventos de polinizacion. Una
fuente de semilla-polen es una cruza controlada especifica de un lote de semilla de un arbol madre particular con una fuente conocida de
polen, una fecha de polinizacion conocida y una fecha conocida de recoleccion de semilla. El disefio de la estructura de los cuadros base
y sus inter-conexiones, ilustran la naturaleza integrada de una base de datos relacionada.

El diagrama del cuadro de relaciones es mas ttil como referencia para establecer biisquedas y escribir reportes de la base de
datos. Por ejemplo, si quisiéramos conocer el pedigri de un arbol particular, en una plantacion particular, deberiamos primero encontrar
la identidad de la planta de la progenie, mediante el conocimiento de su localidad en campo y luego localizar la identidad de la planta de
la progenie hasta su identidad de vivero, luego hasta su identidad de lote de semilla y mas atras hasta su identidad parental. Esta senda
utiliza tres cuadros: Planta, Mezcla de Lote de Semilla y Coleccién de Semilla, asi como tres campos comunes (figura 2). En un Programa
de mejoramiento genético mas simple debe tomarse una decision consciente para permitir y dar seguimiento sélo a un arbol femenino

hasta una coleccion de semilla, una coleccion de semilla hasta un lote de semilla, y un lote de semilla hasta un lote de vivero.
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Figura 2.Cuadros base de genealogia.

En este caso, los cuadros deben estar conectados por un campo comin—Ia identidad de la planta. De esta manera, cualquier dato
en los cuadros de la semilla o vivero podria ser conectado directamente al cuadro de datos de la planta a través de la identidad
de la planta.

Se puede agregar mas informacién a estos cuadros base de Genealogia segun se desee (i.e. almacenamiento de semillay
polen, ensayos, otros). Adicionalmente, GENDAT contiene otros cuadros base para: especie, localidad, actividad, clon, mediciones,

vivero, régimen de propiedad, substancias quimicas, etiquetas de campo, validacion, otros.
El uso del sistema de computo en campo

Se presentaran dos muestras de su aplicacion para ilustrar cdmo se usan las computadoras con el fin de facilitar el trabajo de
campo en nuestro Programa de Mejoramiento Genético. El primer ejemplo es para la seleccion de arboles superiores en rodales

naturales. El segundo es para un ensayo de progenie.
Seleccién de arboles superiores

Una vez localizado un rodal candidato, los cinco mejores arboles se evaltian visualmente en sus caracteristicas de forma
(fenolégicas) y se miden para determinar su edad, altura, diametro y grosor de corteza. Estos datos, junto con otra informacion,
incluyendo niimero de arbol, localidad, fecha, calidad de sitio, tipo forestal (asociacion forestal), cosecha de semilla, exposicion,
altitud y régimen de propiedad, se capturan en una computadora de mano en el sitio y se almacenan en disco. El programa es

muy amigable al usuario. Apunta siempre rapidamente a cada campo de datos v, si se comete un error, las correcciones se realizan
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enseguida. No se requiere ninguna otra entrada manual. La computadora esta programada para calcular el volumen total del arbol

con y sin corteza, asi como el incremento medio anual en altura y volumen para cada arbol candidato. Con esta informacion, el
arbol superior es seleccionado, etiquetado y ubicado en un mapa.

De manera inmediata se puede generar una copia impresa del Reporte de Seleccion de Arboles Superiores en el mismo
sitio, de la forma como se indica a continuacion: La PC y la impresora se conectan a la bateria de un vehiculo por medio de un
convertidor de energia. El reporte consiste de dos paginas. La primera es generada totalmente por la computadora en campo.
Esta contiene la localidad y los datos de campo de las mediciones, observaciones y otra informacién practica relacionada con las
actividades de escalar el arbol y recolectar semillas o varetas. La siguiente pagina es un formato que es pre-impreso en gabinete
y después llenado a mano en campo. Esta pagina consiste en una especie de bitacora con indicaciones de como llegar en vehiculo
al rodal y un mapa de los arboles candidatos en el rodal. Asi pues, la segunda pagina se completa a mano en campo vy se alimenta
en la impresora de matriz de puntos, para que la informacion de la primera pagina sea impresa en el otro lado.

Una mejora de calidad, en el aspecto de la recoleccion de datos de seleccion de arboles, es el uso de los Sistemas de
Posicionamiento Global (SPG) para proporcionar el dato preciso de la localidad. Este dato se transfiere a la PC y, mediante el uso
de un programa de Dibujo Auxiliar de la Computadora (DAC), se generan mapas de alta calidad en gabinete. Sin embargo, a la

fecha, no podemos producir mapas impresos con SPG en campo durante la seleccion.
Ensayos de progenie

En 1979, el Programa de Genética de la Regidn Suroeste del Pacifico (PSW) adopté un novedoso, relativamente complejo y
altamente eficaz, diseno experimental para ensayos de progenie. Este consiste en dos partes: un "diseno de materiales genéticos"
v un "disefio ambiental”. El disefio de materiales genéticos involucra el arreglo de las familias de polinizacion libre del ensayo
en grupos o conjuntos, de tal forma que cada conjunto es una muestra de la zona de cruzamiento, y el uso de lotes de semilla
como "control” o estandar para "unir" estadisticamente los conjuntos. El disefio experimental es un disefio especial de Bloques
Completamente al Azar (BCA) que contiene parcelas no contiguas distribuidas al azar con repeticion entrelazada dentro de
los bloques (Libby y Cockerham 1980, Silvae Genetica 29 (5-6)). La repeticién interna (dentro del bloque) permite una
reduccién sistematica de repeticiones dentro de los bloques, manteniendo atin un disefio balanceado (i.e. todas las familias son
consideradas y estan representadas equitativamente, después de entresacar una muestra en cada repeticién). Un patrén de
espaciamiento hexagonal economiza el requerimiento de superficie de terreno, permitiendo 15 por ciento mas de arboles por
acre y una utilizacion mas completa del ambiente del sitio. Después de que la segunda repeticion dentro del bloque se entresaca,
se presenta un espaciamiento uniforme entre todos los arboles (i.e. supongase 100 por ciento de supervivencia). Este disefio se
repite posteriormente, a través de ocho bloques de cada uno de cuatro o cinco sitios.

Este disefio especial no ha sido usado ampliamente en grandes ensayos de campo, debido a: 1) la dificultad de clasificar
(ordenar), manejar y rastrear la identidad de las plantas producidas a raiz desnuda de un vivero para este arreglo en campo
y, 2) los problemas con el arreglo real en campo, el estacado de la posicién de plantacién, la propia plantacién, y el mapeo de
las identidades genéticas. Sin embargo, desarrollamos una articulacion operativa entre un sistema de contenedores de vivero
(Leach Supercell Containers) y un disefio de campo especifico, con el propdsito de facilitar el manejo del material del ensayo y la
conservacion de registros.

El sistema de contenedores que seleccionamos esta muy bien adaptado para el cultivo de plantas de alta calidad en
vivero, es ampliamente utilizado en la industria de los viveros y facilita la manipulacion fisica de los contenedores individuales.
El tamafio y configuracion de las charolas, asi como la capacidad de remover y ordenar (clasificar) los contenedores individuales

lo hacen facilmente adaptable a nuestro disefio experimental deseado. Ademas, hemos desarrollado un sistema de mapeo
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computarizado y de ordenamiento (clasificacion) basado en este sistema especifico de contenedores y al disefio de campo. Con

este sistema podemos ubicar cada plantula en el ensayo dentro de una charola de contenedores en el vivero, de tal modo que el
mapa de cada charola corresponda exactamente con el mapa de plantacion de cada repeticion en el campo. Esto es, cada charola
contiene plantulas para una repeticion y esas plantulas se establecen en el campo con un arreglo exacto al tienen en la charola.

Durante la fase de vivero de los ensayos de progenie, la semilla se siembra para producir cerca del doble del niimero de
plantulas requeridas para ser trasplantadas en el campo. Esto permite diferentes capacidades de germinacion entre los lotes y poder
elegir (escoger) las plantulas mas grandes y mas sanas. Una charola tiene ranuras para 98 celdillas (contenedores individuales).
Nosotros sembramos cuatro o cinco charolas de cada familia y el lote testigo, dependiendo del niimero de plantaciones en el
ensayo. Cada celdilla individual (contenedor) es etiquetada por lote de familia. Una charola de cada lote integra un bloque en la
fase de vivero. De esta forma, hay cuatro o cinco bloques en esta fase. Al final de la estacion de crecimiento, todas las charolas
de cada familia se colocan en un banco de invernadero para ser ordenadas (clasificados) en charolas de posiciones de trasplante,
con base en los programas de cémputo. Las familias se ordenan (clasifican) una a la vez para evitar confusiones. La clasificacion
incluye primero la seleccién de los mejores brinzales y luego su colocacién (ubicacién) dentro de vasijas de 1 galdn, las cuales se
etiquetan por bloque y repeticion en una pequena carriola. Dentro de cada vasija de bloque-repeticion, hay 8 6 10 brinzales. La
clasificacion contintia hasta que todas las 24 vasijas (ocho bloques X tres repeticiones) tienen sus brinzales. La carriola es llevada
hasta una cabecera del invernadero donde las charolas vacias se colocan en mesas en un arreglo bloque-repeticion-plantacion
para recibir los brinzales. Los mapas generados por computo identifican las coordenadas de localizacion en la charola en la que
cada brinzal debera colocarse.

Nosotros hemos usado nuestra base de datos y sistema de computo para realizar las siguientes tareas:
1) Distribuir al azar la posicién de los arboles dentro de cada repeticion y bloque.
2) Crear (generar) una lista de charolas de vivero con coordenadas para cada familia en un grupo o conjunto.
3) Transferir las coordenadas de la charola en el vivero a coordenadas de bloque en el campo.
4) Generar un mapa de bloques en campo para el trasplante.
5) Facilitar la recoleccién de datos, la verificacién de errores y el analisis de datos de los ensayos de progenie.

En el sitio de la plantacion se marca cada posicion de plantacion. Los brinzales se extraen de las charolas y se plantan en
el mismo arreglo en el que estaban en la charola. Cada etiqueta de los brinzales se coteja contra el mapa para verificar que cada

brinzal a plantar sea el correcto para esa posicion.
Sistemas de Informaciéon Geografica (SIG)

La mas reciente tendencia en el manejo de informacion esta dirigida a la integracion total de datos espaciales con los datos de
texto. Muy pronto, todos los datos genéticos de texto seran capturados en una base de datos relacionada. Por ahora, los datos
espaciales existen en mapas de papel y en la base de datos. Actualmente contamos con SPG y DAC para desplegar mapas de
recursos genéticos, sin embargo, éstos no estan integrados con los datos de los atributos. Por ahora necesitamos trasladar los
datos espaciales dentro de un ambiente SIG. Los ambientes SIG combinan los componentes espaciales (puntos, lineas, poligonos)
con los componentes de atributos textuales en una base de datos relacionada.

Eneltrabajo genético, lacapacidad de los SIG generaria mapas de materiales genéticos manteniendo cualquier combinacion
de atributos. También posibilitaria la captura de datos tomados por otros programas de recursos en las vecindades del material
genético y expandiria gradualmente el enfoque de datos asociados con los recursos genéticos. Los SIG son una herramienta nueva
que nos estimulara y ayudara a contestar preguntas de investigacion y manejo que previamente eran impracticas. Por ejemplo,

los patrones de cruzamiento en huertos semilleros podrian estudiarse mediante la informacion visualizada de cuales arboles
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estan produciendo polen y flores femeninas al mismo tiempo. También podrian desplegarse los recursos genéticos, como arboles

individuales o plantaciones, conforme a como se presenten en diferentes tipos de suelos a través del paisaje para examinar las

relaciones genecoldgicas.

Ensayo de evaluacion de progenies de Pinus greggii en el Ejido 10 de Marzo, en Nuevo Ledn.

Evaluacion genética de Cadrela odorata (Cedro rojo) en el campo experimental "El Palmar"

del INIFAP, en el estado de Veracruz.
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11. Tecnicas ecofisiologicas en la evaluacion de germoplasma

Kurt H. Johnsen'y John E. Major

Atlantic Forestry Centre, Canadian Forest Service, P.O. Box 4000, Fredericton, New Brunswick E3B 5P7, Canada.

Introduccion

Las pruebas de procedencias y progenies son los soportes principales de los programas de mejoramiento genético forestal en todo
el mundo. Los lotes de semilla se plantan en ensayos de campo en forma aleatorizada y con repeticiones. Posteriormente se evallia
el crecimiento (altura y didmetro) y la supervivencia de los arboles a través del tiempo. El analisis cuantitativo de estos datos
permite determinar la variacion genética y separarla en componentes entre y dentro de fuentes de semilla. Esta informacion se
usa para establecer zonas de mejoramiento, eligiendo las procedencias superiores y seleccionando los arboles individuales para su
inclusion en los huertos semilleros y posterior cruzamiento. De esta manera, los ensayos de campo proporcionan la informacion
basica e indispensable para los programas de mejoramiento genético forestal.

El desempefio individual en crecimiento de los arboles se considera como su fenotipo (P), el cual es el resultado de una
multiplicidad de factores externos e internos. El fenotipo de cualquier arbol individual depende principalmente de la oportunidad;
esto es, del tipo de micrositio en que se planto, del cuidado del plantador, del ataque de depredadores, etc. Estos factores se
agrupan generalmente en la categoria de "ambiente” (E). El desempefio de cualquier individuo es también una funcién de su
constitucidon genética (G). Ademas, la variacion genética puede expresarse en forma diferencial de un sitio a otro, lo que se
considera como interaccién genotipo por ambiente (G x E). La repeticion y aleatorizacion apropiada del ensayo permite la
estimacion de la varianza fenotipica atribuible a causas genéticas, ambientales y a la interaccion genotipo x ambiente, de tal
maneraque:P=G+E+GxE.

Los ensayos de campo tradicionales proporcionan informacion limitada sobre el porqué determinados genotipos
difieren en la supervivencia y tasa de crecimiento. La expresion de la variacion genética en el crecimiento y la supervivencia se
debe a variacion heredable en componentes de procesos fisiolégicos. Un modelo conceptual de rendimiento derivado, usando
componentes de procesos morfolégicos y fisiolégicos, es: Rendimiento = f (Desempefio + Persistencia + Particién o distribucién).
Los componentes de procesos de desempeno incluyen caracteristicas como fotosintesis, respiracion, uso de agua, y absorcion
de nutrientes los cuales reflejan eficiencia. Las caracteristicas de desempefio también incluyen la tolerancia al calor y al frio, la
resistencia a la sequia, crecimiento, morfologia y arquitectura de hojas y raices. La persistencia involucra la integracion de los
componentes de procesos a través del tiempo. La particion es la distribucion de recursos a los componentes de la planta como
las raices, tallo, hojas y 6rganos reproductivos. La mayoria de las ganancias en rendimiento en la agricultura se han obtenido al
modificar los patrones de particion de los cultivos. La genética fisiologica estudia la variacion genética en los componentes de los
procesos y en los mecanismos que contribuyen a la productividad y supervivencia de los organismos. En este trabajo se discuten
las caracteristicas enumeradas arriba, con diferente nivel de detalle en la seccion sobre técnicas ecofisioldgicas.

Este documento tiene tres partes principales. Primero, presentamos las razones potenciales para estudiar la variacion
genética en componentes de procesos. En segundo lugar, presentamos una descripcion panoramica de las técnicas ecofisioldgicas.
Usamos el término de técnica ecofisioldgica en un sentido amplio para discutir tanto los métodos estrictamente fisiologicos
como los métodos para examinar el crecimiento que permiten determinar los componentes de procesos. Al final, discutimos la

incorporacion de los estudios de genética fisioldgica en programas de mejoramiento genético tradicionales.
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Razones para estudiar los componentes de procesos

¢Por qué estamos interesados en los componentes de procesos? Existen varias razones potenciales que se discutiran en los
siguientes parrafos. La validez de cada una de estas razones depende de la biologia y de los aspectos econémicos en cada

situacion particular.
Seleccidn indirecta

La seleccion directa no se practica en programas de mejoramiento genético de arboles forestales. La caracteristica de interés
forestal en la mayoria de los casos es el rendimiento, o valor (rendimiento y calidad), a la edad del turno. Esta edad puede variar
desde 5 a 10 afios en turnos cortos de cultivo intensivo para la produccion de biomasa, hasta mas de 80 afios para coniferas de
climas frios, e incluso mas largos para especies de latifoliadas con madera de calidad elevada. La seleccion siempre se realiza mucho
antes de la edad del turno, aun cuando el rendimiento final es la caracteristica de interés, por lo que esto representa una seleccion
indirecta. La medicion de caracteristicas ecofisioldgicas conjuntamente con el rendimiento se ha propuesto frecuentemente como
un complemento para aumentar la eficiencia de la seleccién. Como lo discute Bongarten (1985), la seleccién de caracteristicas
fisiologicas sera util si la caracteristica fisioldgica "representa una porcion grande de la variacion genética en el rendimiento, pero
so6lo una porcion pequena de la variacion fenotipica, o puede medirse en arboles jovenes, y se correlaciona bien con el crecimiento
en edades maduras, y este crecimiento explica una porcion considerable de la variacion en el rendimiento total". En los ultimos
30 anos se han realizado muchos estudios sobre las relaciones genéticas entre las caracteristicas fisiologicas y el crecimiento de
los arboles. Algunos, como Larson y Wellendorf (1990) han encontrado que la medicién de caracteristicas como la fotosintesis,
el uso del agua v la tolerancia al frio muestran potencial para aumentar la precision de la seleccion. Sin embargo, en una revision
reciente del tema, Greenwood y Volkaert (1992) sefialaron que las caracteristicas fisiolégicas generalmente no han sido muy
utiles en la seleccion temprana y que, generalmente, el crecimiento en altura de las plantulas es todavia el mejor predictor del

desempenio posterior en campo.
Combinacion de componentes

Se ha propuesto que la seleccion y cruzamiento de individuos usando componentes de caracteristicas pueden resultar en genotipos
con combinaciones deseables de éstas. Por ejemplo, el crecimiento total del brote puede considerarse como el producto de dos
componentes: el nimero de unidades del tallo (nimero de entrenudos) y la longitud de estas unidades (longitud de entrenudos).
Cannell et al. (1976) sugirieron que podrian obtenerse genotipos superiores cruzando arboles con un valor de cruzamiento
elevado en el nimero de unidades de tallo con arboles con un valor de cruzamiento elevado en la longitud de unidades de
tallo. El éxito de este enfoque depende en gran medida de que los componentes de las caracteristicas sean genéticamente
independientes. Aunque es desafortunado, estudios realizados con varias especies han mostrado que los dos componentes de
crecimiento del brote estan genéticamente correlacionados en forma negativa (Kremer y Larson 1983; Bongarten 1986). Esto
es, entidades genéticas (tales como familias) con mayor niimero de unidades de tallo cominmente tienen menores longitudes de
unidad de tallo. A pesar de las fallas potenciales debido a las correlaciones negativas entre caracteristicas deseables, la seleccion

de componentes es un concepto digno de exploracion adicional.
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Interaccién genotipo x ambiente (G x E)

La interaccion genotipo ambiente se considera tipicamente como una molestia en los programas de mejoramiento forestal, ya
que aumenta el nimero de poblaciones de cruzamiento requeridas. Con el pino radiata (Pinus radiata L.) en Nueva Zelanda,
Johnson y Burdon (1990) demostraron que debido a la interaccién G x E, el cruzamiento con base en la evaluacion en una sola
region (suelos volcanicos arenosos) reduciria las ganancias potenciales en 50 por ciento o mas si los genotipos se plantaran en
otra regién (suelos arcillosos). Sin embargo, también encontraron que era posible seleccionar familias que mostraran superioridad
en las dos regiones. En Australia, Pederick (1990) concluyd que el cruzamiento, a nivel estatal, de Pinus radiata es mas eficiente
en términos de costos que el cruzamiento a nivel regional. En una discusion sobre la utilidad de la interaccion G x E, Matheson y
Cotterill (1990) sefalaron que ésta es Util sdlo si las respuestas de los genotipos son repetibles y las respuestas de los sitios son
predecibles. Esto ultimo significa que las diferencias entre sitios deberan ser interpretables con respecto a algtin factor ambiental,
lo cual no es generalmente el caso en Australia. La interaccion G x E puede, sin embargo, ser interpretable. Por ejemplo, en Pinus
taeda los arboles del estado de Texas son mas productivos en los sitios expuestos a sequia (Long 1980; Yeiser et al. 1981).

La evaluacion fisiologica puede ser til para interpretar la interaccion G x E. La figura 1 muestra un ejemplo de interaccion
G x E con Picea mariana (Mill.) B.S.P.,, donde las diferencias entre familias no se expresan en los dos sitios mas productivos,
pero son claramente evidentes en un tercer sitio, menos productivo. Asi, dos de las familias (que tienen una madre en comun)
muestran un crecimiento relativamente estable a través de los sitios mientras las otras dos familias (que tienen otra madre en
comun) muestran un crecimiento inestable en los sitios. El sitio menos productivo ha mostrado en forma consistente estar bajo
mayor estrés hidrico que los otros dos sitios, como resultado de un mayor drenaje en el suelo. La evaluacion fisiologica de estas
familias durante un periodo de tres afios mostro que las familias estables tienen consistentemente una tasa de fotosintesis neta
mas alta que las familias inestables (figura 2) (Johnsen y Major 1995; Flanagan y Johnsen 1995). La evaluacién fisioldgica
ha confirmado que esta interaccion G x E es mas que una simple aberracion estadistica, ya que tiene una base bioldgica y es

potencialmente explotable con fines forestales.

Figura 1. Altura promedio de la familia vs. altura media del sitio en cuatro familias de hermanos completos de Picea mariana (tomado de Johnsen y Major

1995).
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Ademas de comprender la evidente interaccion G x E en los ensayos de campo existentes, es posible realizar una

evaluacion preliminar masiva para identificar las fuentes de semilla apropiadas a sitios particulares. Esta evaluacion cominmente
es sistematica, primero trabajando a nivel de procedencias y después dentro de éstas. Por ejemplo, Allan y Chambers (1994) han
evaluado plantulas de ahuehuete (Taxodium distichum L.) en la tolerancia a estrés por salinidad e inundacién. Se han examinado
tanto caracteristicas de crecimiento como ecofisioldgicas. Los primeros esfuerzos se concentraron en probar si habia diferencias
en la tolerancia entre procedencias originadas en una gama de ambientes salinos. También se evaluaron familias de polinizacion
libre dentro de procedencias. Se ha encontrado variacion genética en ambos niveles, y los resultados sugieren que la seleccion

para aumentar la tolerancia a la salinidad podria tener éxito.

Figura 2. Fotosintesis neta promedio (Pn) de la progenie de dos fuentes maternas de Picea mariana (59 y 63) evaluada en 4rboles de 21 afios de edad

durante cinco semanas (tomado de Johnsen y Major 1995).
Riesgo

Loehle y Namkoong (1987) presentaron evidencias de que las especies con un crecimiento juvenil rapido tienden a tener ciclos
de vida mas cortos, menor resistencia a insectos y a patégenos, y menor distribucion de materia seca a la raiz que al tallo. Ellos
conjeturan que estas diferencias comparativas también ocurren dentro de especies y que la seleccion para aumentar la tasa de
crecimiento juvenil puede ocasionar impactos negativos sobre caracteristicas adaptativas. Al nivel de procedencias, el trabajo de
Rehfeldt (1978, 1983, 1985, 1993) muestra claramente que las procedencias de climas mas severos (mayores elevaciones)
generalmente crecen mas lento y son mas resistentes al estrés que procedencias de climas mas favorables (menores elevaciones).
Teskey et al. (1987) presentan datos que muestran correlaciones negativas débiles entre la tasa de crecimiento promedio y la
tolerancia al frio a nivel de familias en Pinus taeda L.

En un estudio mas detallado, L'Hirondelle et al. (1994) mostraron que las familias de Pinus contorta Dougl. con mayor
velocidad de crecimiento, alcanzaron ese crecimiento debido a una extension en la temporada de crecimiento, lo que resulté en
una menor tolerancia al frio durante el otofio, aumentando el riesgo de danos por heladas tempranas.

La evaluacion ecofisiologica proporciona un medio de evaluar los riesgos asociados con la seleccion basada exclusivamente

en la tasa de crecimiento. Los genotipos superiores pueden evaluarse con varias herramientas fisioldgicas para examinar su
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susceptibilidad al estrés. Las respuestas se pueden evaluar bajo una mayor gama de condiciones ambientales que a las que se

veran expuestas en cualquier sitio durante cualquier periodo particular de tiempo. Aunque pueden existir correlaciones genéticas
negativas entre la tasa de crecimiento y la tolerancia al estrés, es posible, especialmente a nivel de clones, identificar individuos

que no presentan esa correlacion al combinar un crecimiento rapido con una suficiente tolerancia al estrés.
Cambio climatico

Las concentraciones de CO, atmosférico se estan elevando y existe un consenso general de que se duplicaran durante el préximo
siglo. Un aumento en el CO, ha mostrado, por lo menos temporalmente, que aumenta la tasa de crecimiento en plantulas de
arboles forestales. Una elevacion en el CO, también puede alterar los componentes de procesos fisiologicos de la productividad.
Por ejemplo, se ha mostrado que un aumento en el CO, aumenta la fotosintesis neta y la eficiencia de uso de agua, disminuye la
capacidad fotosintética, altera la distribucion de biomasa vy la fenologia del crecimiento del brote, y disminuye la tolerancia al frio.
(Eamus y Jarvis 1989; Margolis y Vézina 1990; Johnsen 1993; Murray et al. 1994; Samuelson y Seiler 1994).

Como se senal9, la variacion genética entre y dentro de poblaciones de arboles se manifiesta por medio de la variacion
genética en procesos fisiologicos, incluyendo aquellos enumerados arriba. ;Mediante su influencia sobre estos procesos, podria el
aumento en CO, alterar el desempefio genético en el crecimiento y supervivencia de las plantas? Si la respuesta a esta pregunta
es si, entonces el establecimiento de las fuentes de semilla y de los genotipos con base en pruebas realizadas en las condiciones
actuales de CO, podria resultar en un menor potencial productivo o incluso en una mala adaptacion de los bosques futuros.

La evaluacion fisioldgica es util para establecer la importancia potencial de las interacciones genotipo x ambientes
futuros. En el Instituto Nacional de Silvicultura de Petawawa se establecid una serie de experimentos para examinar la variacion
genética en el crecimiento de Picea mariana y las respuestas fisiologicas al aumento en el CO, y a otros factores ambientales.
El trabajo realizado con material de una amplia gama de procedencias indicé que la clasificacion de los materiales con base en
el crecimiento, distribucién de materia seca e intercambio de gases fueron similares bajo condiciones ambientales actuales y
elevadas de CO, (Johnsen y Seiler 1996). En forma opuesta, en un estudio que usa una gama mas reducida de procedencias
del Norte de Ontario, los resultados muestran diferencias entre procedencias en el crecimiento bajo condiciones ambientales

actuales, pero no bajo CO, elevado (figura 3, Johnsen 1994).
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Figura 3. Altura media a un afio de edad en procedencias de Picea mariana (Norte y Sur) creciendo bajo condiciones hiimedas y secas en dos niveles de co,

atmosférico (CO, normal = 350 ppm; CO, elevado = 700 ppm).

Ademas, en un estudio de invernadero usando familias de un programa de cruzamiento, el desarrollo se relacioné con el crecimiento
en campo bajo condiciones ambientales de CO,, pero no bajo condiciones elevadas de CO, (figura 4, Johnsen, datos inéditos).
Estos resultados preliminares sugieren que los mejoradores de arboles deberian considerar las ramificaciones potenciales de las
estrategias de mejoramiento actuales en vista del aumento en los niveles atmosféricos de CO,. La seleccion de genotipos para

respuestas a mayores niveles de CO, es basicamente una extension del concepto de evaluar la interaccion G x E.
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Figura 4. Correlaciones entre la altura promedio a los 15 afios de edad en condiciones de campo y al afo de edad en condiciones de invernadero de 20 familias

de Picea mariana, bajo condiciones normales (A) y elevadas (B) de CO,.

Ademas de los efectos directos del CO, sobre la fisiologia y crecimiento de las plantas, el aumento del CO, puede
resultar en un cambio de clima debido al "efecto de invernadero”. Los prondsticos varian de aumentos de 1 a 5 oC de temperatura
durante el proximo siglo, con diversas variantes en los patrones de precipitacion. Los trabajos de Rehfeldt (1978, 1983, 1985,
1993) y de Fryer y Ledig (1972) indican que los arboles pueden mostrar adaptaciones fenoldgicas y fisiolégicas estrechamente
sincronizadas con el ambiente. Ademas, los arboles frecuentemente muestran una amplia variacion genética dentro de la
poblacion, que puede amortiguar los efectos del cambio climatico. La investigacion en genética fisiolégica puede aumentar
el valor de la investigacion genética tradicional (Stettler y Bradshaw 1994) para evaluar el potencial de desadaptacion de los

bosques naturales con el cambio climatico y proporcionar bases para la intervencion humana si es necesario.
y = - - y =
Teécnicas y herramientas fisiologicas

Las herramientas y las técnicas disponibles para la evaluacion fisioldgica son diversas y varian desde aquellas bastante primitivas
(analisis de crecimiento) a aquellas sumamente sofisticadas (uso de isétopos estables). Cada una de ellas tiene sus aplicaciones,
ventajas y desventajas. En muchas técnicas, la tecnologia ha avanzado tremendamente durante la década pasada, aumentando la
calidad potencial de las mediciones, la facilidad de éstas y los tamanos potenciales de muestreo. En muchos casos, los costos de
las herramientas mas nuevas frecuentemente inhiben su uso en escalas pertinentes genéticamente. En las secciones siguientes,
se proporciona una descripcion breve de algunas de estas herramientas, indicando sus métodos de uso, ventajas, desventajas y

costos.
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Analisis de crecimiento

El analisis de crecimiento representa uno de los métodos mas elementales de obtener informacion fisioldgica. El analisis de
crecimiento de las plantas es una técnica que separa el crecimiento en los procesos componentes. Es util para atribuir las
diferencias en crecimiento entre tratamientos a cuatro fuentes: diferencias en el tamano inicial, diferencias en la asimilacion
neta de carbono, diferencias en la duracion de la asimilacion del carbono, y diferencias en la distribucion del carbono entre raices,
tallos y hojas.

Una ventaja general del analisis de crecimiento es que se puede realizar bajo muchas condiciones diferentes y no necesita
de equipo especial. El analisis de crecimiento proporciona informacion integrada sobre el desempeiio de las plantas. Sin embargo,
el analisis de crecimiento es muy laborioso y requiere atencion extrema a los detalles para obtener resultados dtiles.

El peso seco final de una plantula puede ser descrito por la ecuacion: W, = W) elRx], donde: W = peso seco de la
plantula, R = tasa relativa de crecimiento, e = base de los logaritmos naturales, t = tiempo, y x = duracién del intervalo de
crecimiento. Para que esta ecuacion se aplique estrictamente, el crecimiento debe ser exponencial. En realidad, el crecimiento de
los arboles es tinicamente exponencial durante el desarrollo temprano de las plantulas. Sin embargo, atin después de este periodo,
la ecuacion todavia proporciona una descripcion razonablemente buena del crecimiento durante periodos cortos.

La tasa de crecimiento relativo (R) se puede separar posteriormente en sus partes componentes, la tasa fotosintética
por unidad de hoja (E) y la proporcién de area foliar (LAR) tal que R = E x LAR, donde E es el aumento en el peso seco por unidad
de hoja por unidad de tiempo y LAR es el area foliar dividida entre el peso total de la planta. Asi, R se divide en un componente
de asimilacién de carbono (E) y un componente de distribucién de biomasa (LAR).

El analisis de crecimiento involucra la cosecha destructiva de plantulas a través del tiempo. Como en cualquier analisis
genético cuantitativo, la variabilidad puede evaluarse entre procedencias, familias, y/o clones. Las semillas, plantulas o propagulos
vegetativos se establecen en un disefio experimental con sus repeticiones, ya sea en condiciones de invernadero, camara de
crecimiento, vivero o campo. Durante cada cosecha, las plantulas se separan cuidadosamente del substrato de crecimiento, y
después se separa la parte aérea del sistema radical de cada planta. La raiz se limpia cuidadosamente y se seca en un horno. El
uso de un sustrato con una proporcion alta de arena aumenta la facilidad de extraccion, limpieza y recuperacion de las raices. La
parte aérea de las plantulas se separa en tallos y hojas (o aciculas). Los tallos y las hojas se secan también en un horno. Si se desea
expresar E con base en el area del follaje, el area foliar debe estimarse usando un medidor de area u otros métodos de muestreo
(Pearcy et al. 1989). Asi, los pesos secos individuales de raiz, tallo y hojas (y area foliar) son los datos primarios usados para
estimar R, Ey LAR.

El analisis de crecimiento se puede realizar usando disefios experimentales tipicos, como el de bloques completos al azar
y disefios en parcelas divididas. La estimacion de los parametros del analisis de crecimiento y su analisis estadistico dependera de

si se utiliza la metodologia del analisis de crecimiento clasico o la del funcional.
El analisis de crecimiento clasico

El analisis de crecimiento clasico involucra la estimacion de parametros de analisis de crecimiento durante periodos discretos,
como una estacion de crecimiento completa o parte de ella. Por ejemplo, las cosechas podrian realizarse inmediatamente después
de la germinacion, a la mitad, y al final de la temporada de crecimiento Después del secado, los componentes de las plantulas
se pesan. RGR, E y LAR se estiman entonces para el periodo entre el tiempo 1 y el tiempo 2 usando las ecuaciones siguientes:
RGR = (In W5 - In W;) / (t5 -t1);
E=((Wz-W1) / (tzt1)) ((In Loz - In Lyy) / (L2 - Ly);
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LAR=L,/W;

donde: W es el peso seco de la planta, t es el tiempo, In es el logaritmo natural y L, es el area foliar. El peso de la hoja

puede sustituirse por L, para calcular E con base en el peso de hoja, y la relacién de peso de hoja (LWR) en vez de LAR.
La estimacion de R, E y LAR realizada con las ecuaciones anteriores representa valores medios durante un periodo
particular de tiempo. La tasa relativa de crecimiento, E y LAR pueden analizarse estadisticamente usando analisis de varianza

(ANOVA) como en el caso de cualquier otra caracteristica métrica.
El analisis de crecimiento funcional

En el analisis funcional de crecimiento, en lugar de muestreos grandes poco frecuentes, se realizan muestreos pequenos frecuentes
para evaluar el crecimiento en forma continua a través del tiempo. Se ajustan funciones matematicas a las curvas de crecimiento
de la raiz, tallo y hojas. Un ejemplo de estas curvas se muestra en la Figura 5a. A partir de estas curvas, se estiman valores
instantaneos para R, E y LAR. Hunt (1982) revisé los procedimientos Utiles para el ajuste de curvas en los analisis de crecimiento
de las plantas. Estos incluyen: funciones polinomiales, funciones asintdticas, funciones polinomiales multiples superpuestas y
"regresion en segmentos” ("splined regressién"). De éstos, la regresidn en segmentos parece ser el procedimiento mas (til en
general. Este procedimiento es particularmente Util cuando se desconoce la forma particular de la verdadera funcién, pero se
desea una funcién suave sin variaciones bruscas.

La "regresion en segmentos” involucra el uso de mas de una funcién matemética (cominmente polinomios clibicos)
que se unen en puntos a lo largo de los datos de progresién del crecimiento, conocidos como "nodos". Hunt (1979) presenta una
discusion detallada de esta metodologia. Un programa de computo comercial (para computadoras personales) que proporciona
los estimadores de los parametros del analisis de crecimiento usando regresiones por segmentos se encuentra disponible con
el Dr. Roderick Hunt, en la Unidad de Ecologia Vegetal Comparativa, Departamento de Botanica (Comparative Plant Ecology,
Department of Botany), en la Universidad de Sheffield, en Sheffield, S10 2TN, Inglaterra.

La curva que se muestra en la Figura 5a se ajusto con el programa anterior. Los datos pertenecen a una serie de cosechas
de una familia de polinizacion libre de Picea mariana. La estimacion de R, derivada de la curva, se muestra en la Figura 5b. Un
aspecto de esta grafica es que R no es constante, sino que disminuye con el tamano de la planta. Las plantulas en este estudio
crecieron bajo condiciones constantes de 18 h luz y 6 h de oscuridad, por lo que la disminucion en R no fue debido a la reduccion
y la terminacion del crecimiento en respuesta a una reduccion del fotoperiodo. En este estudio, la disminucion en R al aumentar el
tamanio de la planta se atribuye a: 1) una proporcién decreciente de tejido fotosintético en relacién con tejido no - fotosintético,
2) un incremento del autosombreo, y 3) una reduccién en la concentracion de N-foliar debido a la dilucién ocasionada por el
crecimiento. La comparacion de tratamientos como una funcion del tamano de la planta ayuda a evitar el efecto confundido de

los factores anteriores.
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Figura 5. Ejemplos de (A) la progresién del crecimiento con curvas de regresién por segmentos y (B) tasas relativas de crecimiento estimadas para una

familia de Picea mariana en un experimento en camaras de crecimiento.

Dado que Ry E pueden variar en el tiempo y/o con el tamario de la planta, también lo puede hacer LAR. Esto es debido a
que la tasa relativa de crecimiento tipicamente varia entre raices, tallos y hojas, lo cual es la base del concepto de alometria (Ledig
y Perry 1965). El crecimiento de un érgano relativo al crecimiento de otro puede expresarse como O; = a(0;,)? (Bongarten y
Teskey 1987). Los parametros alométricos a y b pueden estimarse mediante regresién lineal usando el modelo: Log (0) = c'+ d
Log(W). El analisis alométrico usa los mismos datos primarios obtenidos para los dos métodos de anlisis de crecimiento, aunque
los datos derivados con el método funcional generalmente proporcionan una mejor sobreposicion de los datos entre tratamientos
experimentales (tales como lotes de semilla). Las diferencias entre tratamientos en los pardmetros alométricos se pueden probar
mediante analisis de covarianza (Bongarten y Teskey 1987, Johnsen y Bongarten 1991). El analisis de las diferencias en la
distribucion de materia seca entre una fuente de semilla del Yukén (latitud 630 34' N) y una de Ontario (450 10' N) se muestra

en la figura 6.
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Figura 6. Ejemplo de la relacion alométrica en la distribucion de materia seca de dos procedencias de Picea mariana creciendo en condiciones de invernadero

(tomado de Johnsen y Seiler 1995).

Una ventaja del enfoque funcional en el analisis de crecimiento, asi como también en el analisis alométrico de distribucion
de materia seca es, por lo tanto, que el crecimiento se puede examinar en forma mas dinamica a través del tiempo. Una desventaja
importante del enfoque funcional es, sin embargo, el analisis estadistico. Los procedimientos estadisticos clasicos, tal como el
ANOVA, no son utiles. Por lo tanto, las comparaciones estadisticas entre tratamientos involucran la construccion de intervalos
de confianza, frecuentemente amplios (Figura 5b), a lo largo de las curvas. Un andlisis estadistico riguroso de las interacciones,

usando analisis de crecimiento funcional y alometria, es ain mas dificil.
Evaluacion de la fenologia del brote

La evaluacion de la fenologia del brote se parece al analisis funcional del crecimiento en el sentido de que el crecimiento se
examina a través del tiempo y frecuentemente se ajustan las funciones a los datos primarios. La fenologia del crecimiento del
brote se ha usado en forma extensiva y exitosa por Rehfeldt (1978, 1983, 1985, 1993) para estudiar adaptacién en especies
de coniferas del Noroeste de E.U.A. Los brotes de plantulas o arboles se miden frecuentemente en forma no destructiva para
obtener la altura o la longitud del brote a lo largo de la temporada de crecimiento. De estos datos se estiman las fechas de inicio
(rompimiento dela yema) y terminacion del crecimiento y la velocidad de alargamiento del brote.

En muchas especies (por ejemplo Picea, Pinus) el crecimiento del brote es, por lo menos, parcialmente predeterminado.
Esto es, los primordios de hoja se producen en la yema durante la estacion de crecimiento anterior a su extension. La extension
del brote que resulta de los primordios de hoja preformados se llama "crecimiento fijo". El crecimiento durante el primer afio de la
plantula y el crecimiento que resulta de la produccion suplementaria de nuevos primordios y hojas durante la misma temporada
de crecimiento se llaman "crecimiento libre". En muchas coniferas, la capacidad de crecimiento libre declina con la edad (Pollard
y Logan 1974). La fenologia de la iniciacién de primordios de hoja se puede examinar por muestreos destructivos de las yemas

en desarrollo a través del tiempo. Las escamas de las yemas se pueden quitar con un escalpelo y los primordios se observan en un
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microscopio de diseccién (binocular). Los primordios se acomodan en columnas abajo del domo apical. El nimero de primordios

se puede estimar contando el niimero de columnas y el nimero de primordios en una sub-muestra de columnas. Usando esta
metodologia, Pollard (1973) mostré que las procedencias de Picea glauca L. de rapido crecimiento continuaban la produccién
de primordios de hoja en el otofio, después que las procedencias de lento crecimiento.

Relacionado tanto con la fenologia del alargamiento del brote y con el desarrollo de la yema esta la separacion cuantitativa
del crecimiento del brote en el nimero de unidades de tallo y en la longitud de estas unidades, discutida y empleada anteriormente
por Cannell et al. (1976), Kremer y Larson (1983), y Bongarten (1986). Magnussen y Yeatman (1989) combinaron el analisis
de componentes del crecimiento del brote y la evaluacion fenoldgica en sus investigaciones sobre diferencias en el crecimiento

entre procedencias de Pinus banksiana.
Intercambio de gases

El analisis de intercambio gaseoso se usa para estimar fotosintesis, respiracion, transpiracion y conductancia estomatal. En
las dltimas dos décadas, la tecnologia de la medicion del intercambio de gases ha mejorado tremendamente para aumentar
tanto la calidad como la velocidad de las mediciones. Mayores detalles sobre las técnicas y métodos de intercambio gaseoso se
encuentran en Coombs et al. (1985) y Pearcy et al. (1989).

Durante las mediciones de intercambio de gases, las hojas o porciones de éstas, se encierran en una camara de muestreo
y se pasa aire turbulento sobre la superficie de la hoja. El aire se controla en cuanto a cambios en el contenido de CO, y/o de agua.
Durante la fotosintesis activa, el CO, se introduce por los poros de la hoja, llamados estomas, por lo que el aire que pasa por la
hoja reduce su contenido de CO,. Durante la respiracion activa, el CO, es liberado por la hoja, por lo que el aire que pasa sobre ella
se enriquece en el contenido de CO,. En la mayoria de los casos, la concentracion de CO, se mide usando un analizador de gases
al infra-rojo (IRGA). El CO, absorbe longitudes de onda especificas de la luz infra-roja. Un IRGA mide la concentracién de CO,
pasando una muestra de gas a través de un tubo que tiene una fuente de luz infra-roja en un lado y un detector infra-rojo en el
otro. La fotosintesis se mide colocando la plantula bajo condiciones de luz y las mediciones de respiracion se realizan en la noche
o cubriendo la camara de muestreo. Nosotros rutinariamente medimos primero la fotosintesis de una muestra y luego cubrimos
la camara para medir la respiracion.

Las plantas también liberan agua de sus estomas. Este es un proceso pasivo donde el agua es "extraida” del ambiente de
humedad elevada del estoma hacia el aire mas seco. La velocidad de transpiracion depende tanto de la sequedad del aire (déficit
de presién de vapor) como de la apertura de los estomas, la cual se estima por la medida de conductancia. La transpiracion se
mide al evaluar el cambio en el contenido de vapor de agua del aire que pasa sobre una hoja. Esta medicion se logra con el empleo
de sensores de humedad relativa y, mas recientemente, con un IRGA. La conductancia se estima ajustando la medicion de la
transpiracion por el déficit de presion de vapor del aire.

Actualmente existen sistemas portatiles de intercambio gaseoso disponibles de varias companiias. Algunos sistemas
como el LI-COR 6200 (LI-COR, Inc., P.O. Box 4425, Lincoln, NE, 68504, EUA) son sistemas "cerrados" donde la muestra de
la planta se encierra en un circuito cerrado y la reduccion o aumento de CO2 se mide durante un periodo breve. Otros sistemas
como el ADC LCA-3 y LCA-4 (ADC, Pindar Road, Koddeson, Herts., EN11 OAQ, Inglaterra) son sistemas "abiertos" y miden
un "diferencial” - la diferencia en CO, entre el aire "fresco” entrando en una camara y el aire que sale de esa camara. Las
mediciones toman mas tiempo, pero se realizan bajo condiciones ambientales constantes. El Modelo LI-COR 6400 permite elegir
la configuracion del sistema (abierto o cerrado). Estos sistemas son portatiles e incluyen sensores ambientales y un receptor

programable de datos. Los sistemas comerciales de IRGA varian en costos desde 12,000 a 25,000 délares americanos.
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Las medidas de intercambio de gases pueden realizarse en materiales de todos los tipos de experimentos. Las mediciones

en plantulas se pueden hacer en ramas intactas, lo que permite que las medidas se puedan repetir a través del tiempo. Las
mediciones en arboles mas grandes pueden requerir el uso de escaleras o andamios para medir el follaje creciendo en condiciones
abiertas. Afortunadamente, en la mayoria de las coniferas es posible medir follaje maduro en ramas separadas durante un periodo
breve después de la separacién y obtener una buena estimacion del intercambio de gases (Meng y Arp 1993). En nuestro trabajo
con arboles de Picea mariana, nosotros rutinariamente establecemos una "tienda de campana” como laboratorio de campo en el
centro de la plantacion y literalmente corremos con las muestras a este local para las mediciones después de cortar las ramas con
una podadora de mango largo. Usando este método, hemos tomado hasta 100 mediciones en un dia.

El intercambio de gases mide el flujo total de CO, y/o agua. Como la cantidad de follaje muestreado difiere entre
medidas, las mediciones de intercambio de gases deben corregirse por la cantidad de follaje. La solucion mas simple a este
problema consiste en guardar la muestra de follaje, secarlo y medir el peso seco. Como el intercambio de gases es una funcion
del area de la hoja, con frecuencia es til expresar el cambio de gases con base en el area foliar. Con especies de hoja ancha
(latifoliadas) se pueden utilizar medidores comerciales de area foliar para medir simplemente el area proyectada de la hoja. Con
especies de coniferas la estimacion del area de las aciculas es mas dificil. Se pueden utilizar los medidores de area foliar y aplicar
un factor de correccion para convertir el area proyectada medida en la hoja a area total superficial. El area de las aciculas también
se puede estimar usando medidas volumétricas o midiendo el diametro y longitud de las aciculas y suponer una geometria
especifica (Pearcy et al. 1993).

El intercambio de gases frecuentemente muestra patrones estacionales que estan relacionados con cambios en el ciclo
de crecimiento, temperatura, y/o precipitacién. Con frecuencia las fuentes de semilla (procedencias) muestran cambios de orden
(ranking) a través del tiempo por lo que debe evaluarse la progresion estacional para comprender la relacion del intercambio de
gases con la productividad y otras caracteristicas. Los cambios estacionales en el ordenamiento de los materiales se observaron
en un ensayo de procedencias de toda el area de distribucién natural de Picea mariana medida en una localidad (figura 7), en
donde las fuentes del Norte iniciaron fotosintesis neta positiva mas temprano durante la primavera y presentaron también una

declinacién en la fotosintesis mas temprano en el otorio, en comparacién con procedencias de mas al Sur (Johnsen et al. 1996).

Figura 7. Patron estacional de la
tasa de fotosintesis neta (Pn) de
arboles de 21 anos de edad de dos
procedencias del Norte (7000 y
6970) de Picea mariana (Tomado
de Johnsen et al. 1995).

152 | MANEJO DE RECURSOS GENETICOS FORESTALES



El intercambio de gases también exhibe tipicamente patrones diurnos, por lo que el muestreo deberia reflejar dichos patrones.

Los individuos y/o entidades genéticas pueden medirse a lo largo de diferentes periodos en el dia. Estos periodos pueden
considerarse como "bloques en tiempo" v utilizarse con el ANOVA. El intercambio de gases también se modifica en respuesta a
condiciones ambientales como luz, temperatura, humedad del suelo, y sequedad del aire (déficit de presién de vapor).

La variacion genética en el intercambio de gases puede deberse a variacion genética en respuesta a condiciones
ambientales especificas. Es posible obtener datos a través de una gama de condiciones ambientales para cada genotipo estudiado
y emplear las curvas de respuesta para examinar la variacion genética. Este enfoque ha sido util en nuestro trabajo con Picea
mariana donde hemos encontrado progenies diferentes que varian en la respuesta fotosintética al déficit de presion de vapor
(figura 8, Major y Johnsen 1995).

Las mediciones de intercambio de gases representan medidas instantaneas. Debido al efecto compuesto de otros
factores, pequeiias diferencias genéticas en la tasa de fotosintesis pueden resultar en grandes diferencias en crecimiento a través
del tiempo. Debido a limitaciones de muestreo, al "ruido” ocasionado por efectos del ambiente, y a la falta de habilidad en
muchos de los operadores del equipo, es dificil detectar estas pequefias pero importantes diferencias en el intercambio de gases,
aun cuando éstas existan. Los adelantos tecnoldgicos, nuevos esquemas de muestreo y un entrenamiento cuidadoso permitiran

aumentar la utilidad de las mediciones de intercambio de gases en estudios genéticos en la proxima década.
Isdtopos estables de carbon

El carbén (C) en la atmdsfera se encuentra en forma predominante (98.9 por ciento) con un peso molecular de 12. Una
proporcién pequefia (1.1 por ciento) de C en la atmésfera tiene un peso molecular de 13. Asi, tanto el **C como el **C ocurren

naturalmente como isdtopos estables. Se ha observado que el tejido vegetal presenta cantidades ligeramente menores de **C

Figura 8. Fotosintesis
neta (Pn) versus déficit
de presion de vapor
(DVP) en la progenie de
21 anos de edad de dos
fuentes maternas de Picea

mariana.
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con respecto a la atmdsfera. Esto es, las plantas discriminan en contra de la forma mas pesada de C. En la década de 1980 se

demostro tedrica y empiricamente que la proporcion *>C *C esta relacionada con la proporcion de fotosintesis a conductancia
estomatal. Esta relacién se conoce como la "eficiencia inherente en el uso del agua". Ehleringer et al. (1993) detallan la teoria y
aplicacion de los isdtopos estables de C.

La relacion C **C se determina usando un espectrometro de masa después de la combustion de la muestra de tejidos
y separacion del C. Tipicamente, el tejido foliar se cosecha, se muele y se proporciona a un laboratorio analitico, como el del Dr.
James Ehleringer (Stable Isotope Ratio Facility for Environmental Research and Department of Biology, University of Utah, Salt
Lake City, Utah 84112), o el del Dr. Lawrence Flanagan (Department of Biology, Carleton University, Ontario, Canada K1S
5B6).

Una ventaja importante de la discriminacion de isétopos de carbon es que proporciona una medida integral de una
caracteristica fisiologica que esta relacionada directamente con la fotosintesis. De esta manera es mas facil detectar la variacion
genética existente, que con los métodos de intercambio de gases. En diferentes especies cultivadas se ha detectado la presencia
de variacion genética en la discriminacién de isétopos de carbono (Ehleringer et al. 1993). El uso de esta técnica en arboles
forestales ha aumentado en afios recientes. En Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco (Zhang et al. 1993) y en Larix occidentalis
Nutt. (Zhang et al. 1994) se ha observado variacidn entre procedencias en esta caracteristica. También se ha observado variacién
familiar en Picea mariana (Flanagan y Johnsen 1995). En este tltimo estudio, el desempefio de familias y arboles individuales
fue muy estable durante un afio muy himedo y un afio muy seco (Figura 9).

Los precios por muestra varian desde 10 a 30 délares americanos, lo cual puede limitar el uso en gran escala del analisis
de discriminacion de isotopos de carbono en estudios genéticos donde los tamanos de muestra son generalmente grandes.
Ademas, como la proporcidn **C *C se relaciona con el cociente de fotosintesis a conductancia estomatal, las diferencias en **C
12C se pueden deber a diferencias en fotosintesis y/o en conductancias, como lo muestra Ehleringer et al. (1993). Es necesario
contar con datos fisiolégicos preliminares, como en el caso del estudio realizado por Johnsen y Major (1995), para interpretar

correctamente los resultados de discriminacion de isdtopos de carbono.
Relaciones hidricas

El agua es un factor predominante que determina la distribucion geografica de la vegetacion y de los arboles. Asi, componentes
fisiologicos relacionados con la tolerancia y evasion de la sequia se consideran como caracteristicas adaptativas importantes.
Algunas de las caracteristicas importantes de la tolerancia a la sequia incluyen la conductancia hidraulica de la raiz y del tallo,
v el mantenimiento de la turgencia de la hoja por el potencial osmético y la elasticidad de la pared celular. Algunas de las
caracteristicas importantes de la evasion a la sequia involucran la distribucion relativa de carbono a raices versus parte aérea de
la planta, morfologia de la hoja, densidad estomatal, arreglo y composicion de la cuticula, y comportamiento estomatal. El area

general de las relaciones hidricas fue revisada por Kramer (1983).
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El potencial hidrico (lpw) de una planta refleja el balance entre la captacion de agua por las raices y la pérdida de agua

por las hojas. La camara o "bomba” de presion estima en forma rapida el Y  en laboratorio o en campo. Los tallos u hojas de la
plantula o arbol se cortan y se introducen con el corte expuesto hacia el exterior de la cdmara. La presion se aplica lentamente
hasta que el agua aparece en la superficie del corte (se observa con una lupa de aumento). En este punto la presién en la cAmara
se considera en equilibrio con la tension negativa dentro del xilema. Mientras mas negativa sea la tension, mas negativo es el w

y mas elevado el estrés hidrico de la planta.

Figura 9. Relacion entre los valores de discriminacion de isétopos de carbono obtenidos en 1991 y 1992 en arboles individuales de Picea mariana en tres

sitios (tomado de Flanagan y Johnsen 1995).

Durante la noche, en la oscuridad, los estomas se cierran, la transpiracion cesa y los arboles se rehidratan. Antes del
amanecer, el Y _ de las plantas se equilibra con el del suelo. Asi, las medidas de Y en este momento proporcionan una medida
del estrés hidrico minimo a que se expone el arbol. Durante el dia, la transpiracion aumenta y su velocidad depende de las

caracteristicas geneticas de la planta, la sequedad del aire y la humedad del suelo. Conforme transcurre el dia, el Y de la planta
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disminuye. Asi, las lecturas de la bomba de presion a lo largo del dia proporcionan una medida del estrés hidrico acumulado

durante el dia. Estas medidas pueden ser Utiles para interpretar las mediciones de intercambio gaseoso.

Ademas, el _ puede separarse en sus partes componentes (Ritchie 1984). Los dos componentes mas importantes
son el potencial de turgencia (lpp) y el potencial osmotico (l|.lo) tales que: Y = p oy El potencial de turgencia es una
fuerza positiva ejercida hacia afuera en la pared celular, de la misma manera que el aire dentro de un globo ejerce presion sobre
el material de éste. Virtualmente, todos los procesos fisiologicos en un arbol dependen del mantenimiento de la turgencia en
las células (Kramer 1983). El potencial osmético es una fuerza negativa que resulta de los solutos disueltos (az(cares, sales,
carbohidratos). El potencial osmético "impulsa” el agua dentro de la célula, manteniendo asi la turgencia.

La camara de presion también es util para construir curvas de presion-volumen, de las cuales se pueden derivar Yyw,
Brevemente, un método simple consiste en cortar ramillas de un arbol antes del amanecer y traerlas al laboratorio. Las ramillas
deben recortarse bajo el agua y mantenerse con el corte terminal en el agua, la parte aérea en una bolsa de plastico para mantener
una humedad elevada, y en la oscuridad durante al menos dos horas con el objeto de rehidratarlas. En ese momento se saca la
ramilla del agua, se elimina el agua exterior y se mide para obtener el Y 'y el peso turgido. La ramilla se pone sobre una mesa
de laboratorio y se miden el Y _'y el peso a lo largo del dia conforme se deshidrata. Es importante que tanto el aumento como
la disminucion de la presion sean muy lentos al medir el Y _. Después de terminar las mediciones de Y , la ramilla se seca en un
horno para la determinacién del peso seco. El contenido relativo de agua (CRA) se calcula entonces para cada medicién como:

CRA = (peso medido - peso seco) / (peso trgido - peso seco) x 100.

Estos datos se grafican en forma de los reciprocos del potencial de agua versus CRA, como se muestra en la Figura
10. Varios parametros importantes de relaciones hidricas se pueden derivar de estas graficas, como el potencial osmatico en la
maxima turgencia y en el punto de pérdida de turgencia, el mddulo de elasticidad, el turgor en cualquier punto determinado, y el
CRA en el punto de pérdida de la turgencia. Los métodos e interpretaciones de las curvas de presion se describen en forma mas

completa en Kramer (1983) y Pearcy et al. (1993).

Figura 10. Curva tipica de presion-volumen, mostrando la derivacion de los parametros de relaciones hidricas en los tejidos.
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Tolerancia al frio y al calor

En varios estudios se ha demostrado que la capacidad para resistir bajas temperaturas se encuentra bajo un control genético
fuerte tanto a nivel de procedencias (Dehayes et al. 1990; Lindgren y Nilsson 1992) como de familias (Thomas y Lester 1992;
L'Hirondelle 1994). Brevemente, la evaluacion de la tolerancia al frio involucra el muestreo de plantulas o brotes y someterlas a
bajas temperaturas especificas. El dafio a los tejidos se puede evaluar visualmente (Rehfeldt 1985) o por medio de la medicidn
de la conductividad eléctrica de los extractos del follaje (Sakai y Larcher 1987). Los métodos estadisticos para el analisis de este
tipo de datos se presentan y discuten en el trabajo de Dehayes y Williams (1989).

Se pueden utilizar técnicas similares para estudiar la tolerancia al calor. Colombo et al. (1992) detectaron variacién
clonal en la tolerancia al calor entre clones de Picea mariana. En este caso los brotes se expusieron a 470C y los dafos se

evaluaron visualmente durante las siguientes cuatro semanas.
Fluorescencia de la clorofila

La energia luminosa absorbida por las hojas se utiliza en la fotosintesis, se disipa como calor o se emite como fluorescencia en
el espectro del rojo lejano. Como estos procesos son competitivos, una medicién de la fluorescencia de la clorofila (FC) puede
proporcionar una estimacion del desempeno fotosintético. Actualmente existen varios sistemas comerciales disponibles para este
tipo de mediciones. Los sistemas para evaluar FC constituyen una herramienta de evaluacion rapida, no invasiva y no destructiva.

La medicion de la fluorescencia de la clorofila empieza a ser popular como una herramienta en la evaluacion de la calidad
fisiologica de planta en vivero. También existe un interés creciente en usar FC como una herramienta para evaluar variacion
genética. Binder et al. (1994) demostraron la existencia de diferencias en FC entre procedencias de Picea glauca L. relacionadas
con diferencias en la tolerancia al frio a través del tiempo. La fluorescencia de la clorofila también se puede usar para evaluar
la respuesta a otros tipos de estrés (Vidaver et al. 1991). Se pueden medir varios parametros de FC, algunos de los cuales
proporcionan una evaluacion muy rapida. De esta manera, la medicion de FC tiene potencial como una herramienta de seleccion
preliminar con tamanos grandes de muestreo, por lo que ofrece una ayuda potencialmente valiosa en estudios de variacion
genética. La medicion de la fluorescencia de la clorofila todavia se encuentra bajo la categoria de una "caja negra", considerando
que la variacion detectada con esta técnica todavia es dificil de interpretar por si misma. Se sugiere que la medicion de FC
se incluya como un componente de otros estudios de genética fisiologica para aumentar su posibilidad de interpretacion. La
informacién basica sobre FC se encuentra disponible en un informe realizado por Vidaver et al. (1991) en el B.C. Ministry of

Forests, Research Branch, 31 Bastion Square, Victoria, B.C., V8W 3E7, Canada.
Incorporacion de la genética fisiologica en programas tradicionales

Los ensayos de crecimiento tradicionales proporcionan los analisis mas extensivos de los valores fenotipicos y sus componentes
G, E vy G x E. Conforme se hace mas intensa la evaluacion fisiologica es posible aprender mas sobre el por qué los genotipos
tienen un desempeno diferente, pero las interpretaciones genéticas pertinentes se hacen mas dificiles. Por ejemplo, en nuestra
evaluacion de las causas de la interaccion G x E observada en Picea mariana, tuvimos que concentrarnos Gnicamente en cuatro
familias extremas de un total de 49 familias en el dialelo. El estudio utilizd las técnicas de intercambio de gases, analisis de
curvas presion-volumen vy discriminacion de isdtopos de carbono. Este estudio parece identificar los mecanismos fisiologicos

que explican las diferencias en crecimiento de las cuatro familias extremas. ;Pero estos resultados son aplicables en general
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a la poblacién entera? Eso todavia es incierto. Nosotros hemos muestreado un niimero mas grande de familias (25) para la

determinacion de la discriminacion de isdtopos de carbono para contestar parcialmente esta pregunta.

Las caracteristicas fisioldgicas deben examinarse en disefios experimentales apropiados con un tamafo de muestra
adecuado tanto entre como dentro de entidades genéticas. Los costos y las dificultades de estas mediciones también requieren
que la interpretacion de los datos sea apropiada para el protocolo de muestreo utilizado (Seiler y Johnsen 1994).

Por lo tanto, la genética fisioldgica deberia emplearse para aumentar el valor de las pruebas de progenie tradicionales.
Las pruebas de progenie casi siempre constituyen las pruebas mas extensivas. Si las herramientas y el personal estan disponibles,
las mediciones de fenologia y fluorescencia de la clorofila podrian realizarse sobre una submuestra grande, mientras que los
analisis de intercambio de gases y curvas de presion-volumen podrian realizarse en una submuestra mas pequenia, v si existen
los recursos econdmicos, la discriminacion de isotopos de carbono en una submuestra alin mas pequenia. Ademas, las entidades
genéticas élite podrian evaluarse bajo un conjunto de condiciones ambientales variadas para probar su estabilidad general. De
esta manera, la informacion de diferentes niveles de evaluacion puede integrarse con el propésito de definir las estrategias mas

adecuadas de establecimiento en plantaciones, mejoramiento genético y/o conservacion.
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Acerca de la presentacion

La presentacion de esta ponencia se basa en la impresion de las transparencias que acompaian este documento y que se
presentaron durante el desarrollo mismo del seminario. Estas muestran aspectos relevantes de mis experiencias durante 20 anos
acerca de los estudios de vivero y campo plantando material de alta calidad en los bosques de ladera del Norte de California y
Oeste de Oregon.

Con base en todos estos estudios realizados y las experiencias obtenidas se definieron las ventanas (épocas) para
siembra, para trasplante de plantulas, para fuentes de semillas (con respecto al almacenamiento en frio y plantacién en
primavera), y las ventanas (épocas) para plantacién en campo. La extensa experiencia en campo ha demostrado que el éxito de
las plantaciones esta asegurado cuando estas ventanas se utilizan conjuntamente con métodos efectivos de preparacion de sitio
y una proteccion contra competencia de la vegetacion arbustiva y herbacea y contra los dafios por ramoneo de animales. El uso
adecuado de las ventanas y de las guias de reforestacion traera como resultado el éxito en el establecimiento de la reforestacion,
alta supervivencia y rapido crecimiento, durante los dos anos siguientes al establecimiento de la plantacion.

Cinco factores confluyen en el éxito de la plantacién: 1) una preparacién eficiente del sitio; 2) la eleccién correcta
de la especie y fuente de la semilla; 3) regimenes confiables de cultivo de las plantulas en vivero (regimenes que utilizan el
concepto de ventanas de siembra, de trasplante y fuentes de semilla para proveer de material de plantacion con alto potencial
de supervivencia) 4) eleccién correcta de épocas de plantacion -ventanas de acuerdo con el sitio de plantacién en campo, con
las condiciones de suelo y con los métodos de plantacién; y 5) la inmediata proteccién del material plantado. La responsabilidad
del viverista descansa en el factor 3. En cada sistema de reforestacion, la mision del vivero es producir eficientemente y en las
cantidades debidamente programada en el tiempo, plantulas que puedan sobrevivir y desarrollarse en campo.

Considerando el sitio donde estamos plantando, los programas de ensayos de evaluacién de plantulas, que directamente
involucran a los viveros con las regiones a las que abastece y sirve, son la manera mas segura para alcanzar la mision del vivero y
los objetivos de la reforestacion. En el vivero de Humboldt, muy préximo a la costa norte de California, un programa integrado
y con pruebas extensivas de vivero y campo, dio buenos resultados en forma consistente y de manera eficiente para definir
regimenes de cultivo, y un buen estado sanitario del material de plantacién con regimenes 1-0, 1-1, y 2-0 con altos potenciales
de supervivencia. El programa de ensayos desarrollé simultineamente conocimientos practicos sobre: 1) las interacciones de la
fuente de semilla con el ambiente del vivero, 2) la capacidad de crecimiento de las plantulas después del almacenamiento en frio,
3) la relacién del porcentaje de supervivencia en campo durante el primer afio con la capacidad de crecimiento de la raiz al tiempo
de la plantacidn y, 4) la capacidad del crecimiento de la raiz critico para la supervivencia en campo. Los adin limitados programas
de ensayos en el vivero de Placerville en el oeste de la Sierra Nevada del Norte de California y el vivero de J. Herbert Stone en
el valle del Rio Rogue del sur de Oregon, determinaron las “ventanas” para las fuentes de semillas para estos viveros y para los
usuarios de las mismas regiones.

Los resultados especificos del programa de ensayos en el vivero Humboldt se aplican directamente a este vivero y a sus
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regiones de servicio en la costa norte del estado de California y en la costa del estado de Oregon, las montaias Klamath, la Sierra

Nevada y las cordilleras Cascade. De manera similar, los resultados especificos de los programas de los viveros de Placerville y
Stone se aplican a aquellos viveros y a sus respectivas regiones de servicio en California y en la zona cercana a los limites entre
Oregon y California. Los ensayos cooperativos y los conceptos bioldgicos de ventanas para la siembra de semillas, cosecha de
plantulas y almacenamiento en frio, trasplante de plantulas y trabajos de plantacion, tienen implicaciones universales, aplicandose

a las actividades de manejo de viveros y programas de plantaciones en cada region forestal.
Diapositivas

La presentacion realizada por medio de diapositivas compila la presentacion misma. También se anexan las definiciones, cuadros
de datos, graficas y las conclusiones para su estudio y referencia (ver paginas 205-216). Estas se prepararon con el propdsito
de ser auto-descriptivas. La revision de los elementos clave para el éxito de una plantacion ilustra el concepto de “ventana”, y
prueban la importancia de desarrollar programas especificos, puntualizando los resultados como guias operativas, y los beneficios

en planes de regeneracion artificial.
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Introduccion

La demanda mundial de productos forestales se incrementa dia a dia, ya sea por productos maderables, industria quimica y del
papel, asi como de necesidades de reforestacion y la utilizacion potencial de derivados vegetales para la produccion de energéticos.
Ante este panorama de creciente demanda de productos comerciales, es necesario producir arboles que respondan a estas
necesidades. Esto significa plantar arboles de ciclo corto, con madera de buena calidad, troncos uniformes, rapido crecimiento,
etc., y por otro lado aplicar un sistema que permita la multiplicacion masiva de individuos con caracteristicas deseadas.

El mejoramiento genético de especies forestales no ha sido tan rapido como la genética de cultivos agricolas. El largo
periodo de crecimiento desde la siembra de la semilla hasta la floracion es uno de los grandes obstaculos para el mejoramiento
genético de manera tradicional, ya que significaria un largo tiempo. Ante este panorama los métodos de propagacion vegetativa
representan una posible solucion a este tipo de problemas, incluso esta técnica de propagacion se ha convertido en cierta forma
en rutina para algunas especies de pinos tales como P. taeda, P. virginiana, P. radiata. (Aimers-Halliday 1992)

Basicamente al hacer propagacion vegetativa se esta imitando un proceso que de manera natural ocurre en la naturaleza,
con la diferencia que en el laboratorio es posible modificar y acelerar ese proceso, y nos estamos refiriendo precisamente al
proceso de clonacion.

La propagacion vegetativa de especies forestales contribuye en gran medida a la domesticacion y mejoramiento de
especies. Algunos de los aspectos que apoyan esto son:

1. La propagacion vegetativa tiene el potencial para incrementar el rendimiento de una generacién durante un programa de
mejoramiento.

2. Se pueden seleccionar y multiplicar caracteres derivados de genes con accion aditiva y no aditiva.

3. Los clones seleccionados se pueden mantener como bancos de germoplasma para posteriormente recombinarse mediante
polinizacién controlada.

4. Los clones seleccionados se pueden emplear en plantaciones comerciales.

5. Los progenitores genéticamente uniformes se pueden multiplicar en gran escala.

6. El tiempo desde la siembra hasta el corte de los arboles se reduce con la propagacion clonal. (Villalobos et al. 1983).

En produccion forestal el objetivo principal es el producir réplicas de individuos con caracteristicas deseables.
Propagacion clonal

La propagacion clonal se puede realizar basicamente mediante dos técnicas: macro-propagacion o micro-propagacion.

La propagacion vegetativa mediante macro-propagacion involucra el uso de métodos convencionales tales como injertos o

enraizamiento de estacas, entre otros, mientras que la micro-propagacién se lleva a cabo mediante el uso de técnicas del
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cultivo in vitro. Es mediante el empleo de estas técnicas que ha sido posible la produccion masiva de clones en algunas especies

forestales.

Los métodos tradicionales de macro-propagacion son el enraizado de estacas y los injertos. En la mayoria de las especies
forestales, sin embargo, el método tradicional de propagacion vegetativa es el estacado. Una de las desventajas es que las estacas
van perdiendo su capacidad para enraizar a medida que el arbol de origen es mas viejo. Ademas se sabe que el comportamiento
de las estacas tiene mucho que ver con la edad del arbol, su vigor, la posicion en la planta y la estacion del afio en que se cortan.

Otra practica usual en la propagacion vegetativa consiste en seleccionar el arbol con mejores caracteristicas y propagarlo
mediante injertos. Los arboles sometidos a mejoramiento y pruebas de progenie han sido fuente de semilla; sin embargo, la
descendencia no muestra las caracteristicas favorables de los progenitores. Otra posibilidad ha sido la produccion de hibridos
interespecificos, seguidos de una seleccion y clonacion de los mejores individuos. El problema en este caso es que los métodos de
hibridacion son muy costosos y relativamente ineficientes.

Es importante mencionar que durante el transcurso de su desarrollo las especies arbdreas pasan por una sucesion de
cambios morfoldgicos y fisioldgicos que de alguna forma afectaran su crecimiento. Por ejemplo, generalmente los propagulos
de regiones bajas y del centro del arbol poseen caracteristicas mas juveniles que las del resto del arbol y, por ende, esas regiones
serian mas susceptibles de ser propagadas vegetativamente.

Uno de los aspectos mas importantes de la propagacion vegetativa es que mediante el empleo de cualquiera de las
técnicas se esta utilizando como una herramienta muy importante en el proceso de mejoramiento genético de una especie. Es
facil comprender el interés en propagar clonalmente especies arboreas, si se toma en cuenta lo largo que son los ciclos desde
la siembra de la semilla hasta la floraciéon. Mas alin, estos largos periodos han hecho muy dificil la aplicacion de la genética
convencional en el mejoramiento de estas especies. Aunado a esto, en muchos casos es dificil la continuidad de proyectos a largo
plazo.

Otra opcion importante en la clonacion de especies forestales y en otras especies perennes puede ser la floreciente
biotecnologia, que incluye el proceso del cultivo in vitro de células, tejidos y drganos, siendo la principal ventaja de la técnica
de cultivo de tejidos en programas de mejoramiento y propagacion masiva, la enorme y potencialmente ilimitada capacidad de

multiplicacion.
Micro-propagacion: Cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos no es una técnica nueva. Desde la década del 40 se han hecho aportaciones sustanciales a los programas
de mejoramiento de muchas especies horticolas y agricolas, pero no es asi en el caso de especies forestales, aun cuando los
primeros estudios sobre esta técnica se hicieron en especies de arboles. En 1960 el cultivo de tejidos de especies de coniferas se
beneficié con las investigaciones relacionadas con los requerimientos nutritivos de los tejidos in vitro. En la década del 70 ya se
presentaban trabajos relacionados a la regeneracion in vitro de diferentes gimnospermas (Villalobos et al. 1983).

A diferencia de las especies anuales y bianuales, las especies perennes han mostrado mayor grado de dificultad para su
micro-propagacion. Hoy en dia aun cuando se han logrado algunos importantes adelantos, sobre todo en coniferas, en la mayoria
de los casos se ha empleado tejidos jovenes como fuente de indculo, ya que los tejidos y 6rganos maduros son poco sensibles a
las condiciones in vitro.

Un principio basico en el cultivo in vitro de especies arboreas es que mientras mas joven es el tejido y se encuentre
en crecimiento activo, mejores resultados se obtendran en el proceso de diferenciacion de 6rganos. En condiciones in vitro las

células practicamente son inducidas a condiciones meristematicas.
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La micro-propagacion de especies de coniferas, especialmente el caso de pinos, se puede llevar a cabo mediante dos

procesos principales que son:

1. Organogénesis.

2. Embriogénesis Somatica.
Organogénesis

Mediante el proceso organogenético es posible diferenciar brotes y raices adventicios, hasta formar una planta completa. La
micro-propagacion es influenciada grandemente por el genotipo, el estado fisioldgico del explante, la planta donadora del
explante, asi como de las condiciones ambientales in vitro y los medios de cultivo.

Particularmente en coniferas, el método de propagacion in vitro usado con mas éxito ha sido la produccion de brotes
adventicios a partir de cotiledones de semillas en germinacion; se reporta su uso en mas de 25 especies de gimnospermas.
Algunas de las especies en las que se reporta gran éxito en la propagacién masiva con esta técnica son: P. radiata (Aitken et al.
1981), P. taeda (Mott y Amerson 1981), P. brutia (Abdullah y Grace 1987), P. virginiana (Chang et al. 1991), P. eldarica (Sen
et al. 1993).

Seleccion y tratamiento del explante

Los tejidos jovenes han mostrado mejores respuestas in vitro que los maduros; sin embargo los tejidos maduros tienen la ventaja
de que ya han expresado su potencial genético, cosa que no ocurre en los tejidos jovenes. Con respecto a éstos, se han cultivado
embriones, cotiledones, hipocoétilos, epicotilos. En pinos los embriones o partes de ellos han sido una fuente importante de indculo
para la diferenciacion de brotes adventicios. Estos tejidos son aparentemente una fuente ideal debido a que son meristematicos
por naturaleza y no requieren de una fase intermedia de callo para la produccion mdltiple de brotes. La frecuencia en el uso de
embriones aislados no implica necesariamente que otras partes no puedan progresar in vitro.

La formacidn de plantas in vitro mediante organogénesis se puede dividir en cuatro etapas: 1) iniciacion de yemas, 2)

paso de yemas a brotes, 3) enraizamiento de los brotes y 4) trasplante al suelo (Villalobos et al. 1983).
Iniciacion de yemas

Muchos son los avances que se han hecho en cuanto a los medios de cultivo utilizados para cada una de las etapas de la
organogénesis en especies forestales. Diferentes formulaciones han sido utilizadas con éxito, tales como MS (Murashige y Skoog
1962), (Shenk y Hildebrandt 1972), DCR (Gupta y Durzan 1985). Generalmente para la iniciacién de yemas se utilizan medios
de cultivo con alta concentracion de elementos minerales asi como una elevada concentracion de citocininas y un bajo nivel
de auxinas. La adicidn de auxinas (ANA, AIB, AIA) en menor concentracion ha mostrado un incremento en la respuesta de los
explantes para la iniciacion de brotes o yemas (Bonga 1981; Gupta y Durzan 1985).

Definitivamente, los reguladores del crecimiento son los factores que determinan el proceso organogenético,
observandose que los brotes son inducidos en tejidos creciendo en un medio de cultivo con citocininas fundamentalmente,
mientras que las raices se desarrollaran basicamente en un medio conteniendo auxinas. Se sabe que la presencia de citocininas
estimula un cambio en el programa de diferenciacion, ya que cambian el plano de division celular y eso provoca la multiplicacion

celular en los tejidos del explante.
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En cuanto al explante en coniferas, especialmente en pinos, se utilizan los cotiledones provenientes de semillas en

proceso de germinacion. Previo a la extraccion de los embriones, las semillas se esterilizan superficialmente mediante la utilizacion
de agentes desinfectantes como cloralex, alcohol y otros. Se cortan los cotiledones y éstos se siembran en un medio de cultivo

(iniciacidén) conteniendo citocininas tales como Bencil-Aminopurina (BAP) y Kinetina (Sen et al. 1994)

Paso de yemas a brotes y su alargamiento

La formacion de brotes a partir de yemas requiere del trasplante a otro medio de cultivo con diferente equilibrio nutritivo u
hormonal. En otros casos, cuando los brotes se han diferenciado, este trasplante permite su individualizacion, alargamiento y
facilita el enraizado. Otra practica comun es la disminucion en los reguladores del crecimiento y reduccion en el nivel de sacarosa.
También la adicion de carbon activado ha demostrado tener efectos positivos en el alargamiento de los brotes, ya que se sabe que

el efecto del carbon activado es el de absorber excesos de hormonas o sustancias inhibitorias (Rumery y Thorpe 1984).

Enraizamiento de los brotes

En angiospermas arboreas el enraizamiento de brotes cultivados in vitro ha demostrado ser muy simple, mientras que en
gimnospermas ha representado un gran problema. Algunas condiciones de cultivo que se han empleado para inducir la
diferenciacion del sistema radical in vitro son: reduccion en la concentracion de sales en el medio de cultivo, empleo de auxinas
en combinacion con citocininas; una vez que el primordio radical se ha diferenciado, el tejido se trasplanta a un medio sin

reguladores del crecimiento para permitir el alargamiento de las raices.

Trasplante al suelo

Con respecto al trasplante al suelo se mencionan algunos principios generales: Debe existir un equilibrio razonable entre tallo y
raiz; transicion gradual de humedad hasta condiciones de invernadero, se deben eliminar completamente los restos de agar del
cultivo in vitro, ya que éste es un sustrato ideal para el crecimiento de microorganismos. Una buena medida de prevencion es la
utilizacion de fungicidas previo al trasplante al suelo.

Debido a que las plantas han sido producidas bajo un ambiente muy especial de alta humedad y baja iluminacion, éstas
son bastante susceptibles a deshidratacion una vez que abandonan el sistema in vitro en el cual han sido propagadas, por lo que

es necesario periodos de ajuste gradual para aclimatar a las plantas en la transicion de tubo de ensaye a invernadero.

Experimentos de campo

Hasta hace 10 afios la evaluacion de plantas producidas in vitro en el caso de coniferas era muy escasa. Aun cuando ya habia
muchos reportes de regeneracion de plantas, los estudios de campo no se hacian o bien las plantas no se evaluaban por mucho
tiempo. Por lo general se menciona que la supervivencia de las plantas cultivadas in vitro es bastante alta. La tasa de crecimiento
tiende a ser baja al inicio, pero después de cierta etapa de establecimiento resulta comparable a las plantulas de semilla (Aimers-
Halliday 1992).

Se han observado diferencias morfoldgicas v fisioldgicas entre plantas obtenidas in vitro y plantas derivadas de semilla,

lo cual se sabe afecta el comportamiento de las mismas al llevarse a campo (McKeand 1985). Las plantas obtenidas in vitro
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generalmente son susceptibles a secarse rapidamente; esto debido a las condiciones de alta humedad en las que crecen, por lo

que es importante una etapa de aclimatacion previa a la siembra en el campo.
Aplicaciones de la organogénesis

Definitivamente, la organogénesis, como método de propagacion en gran escala, es el método preferido y mas utilizado en
muchas especies de arboles. Ademas, con los avances en el campo de la transferencia de genes y aspectos biotecnoldgicos, sin
duda alguna esta forma de propagacion provee un método ideal de propagacion masiva de plantas transgénicas y conservacion

de germoplasma.
Embriogénesis somatica

La micro-propagacion mediante embriogénesis somatica involucra el desarrollo de embriones a partir de células
embriogenéticamente competentes in vitro. En contraste con la organogénesis, la embriogénesis somatica es un proceso de una
sola etapa, ya que implica la formacion del embrion completo; esto es, el brote en un polo y la radicula en el otro, tal como ocurre
en el embridn cigdtico. Las células somaticas pueden ser inducidas in vitro hacia un proceso embriogenético por medio del cual se
diferenciaran estructuras bipolares similares a los embriones cigoticos. El interés practico de este método de propagacion es que
haciendo uso de genotipos deseables, éstos se pueden multiplicar casi ilimitadamente, con relativa facilidad y en forma sincrénica
(Tautorus 1991).

En especies arboreas, especialmente en coniferas, las investigaciones sobre embriogénesis somatica son muy escasas,
en comparacion con las que se han realizado sobre las especies herbaceas.

El proceso embriogenético implica el establecimiento de callos en division activa obtenidos de un inéculo deseable.
El callo o el cultivo en suspension pueden ser estimulados a formar embriones al manipular la relacion auxinas-citocininas.
(Tautorus 1991). Aunque este método para lograr la diferenciacién no se puede aplicar a todas las especies con igual éxito, se
ha encontrado que si la concentracion de auxinas es alta en fases iniciales y se elimina la auxina en la etapa de proliferacion, se
induce la diferenciacion de embriones somaticos. Dado el creciente interés en el estudio de estos procesos en especies forestales,
se ha observado un incremento en la informacion sobre embriogénesis somatica en dichas especies, principalmente en especies
de coniferas (von Arnold y Hakman 1987).

El indculo preferido para el proceso de iniciacion en la mayoria de los casos es el embridn cigético inmaduro o bien el

gametofito conteniendo al embrién cigético que es colocado en un medio de cultivo (Tautorus 1991; Newton et al. 1995).
Etapas en la embriogénesis somatica

Se distinguen 4 etapas que conducen a la formacién de embriones somaticos que son: Iniciacion, proliferacion, maduracion,
conversion (germinacidn), y se propone el siguiente sistema de clasificacién de los embriones en las diferentes etapas de
desarrollo:

Etapa 1: embriones pequenos, transparentes, constituidos basicamente por la region de la cabeza y células suspensorias; etapa
2: (globular) embriones prominentes, opacos; etapa 3: (corona) embriones con cotiledones; etapa 4: embriones con radicula

(Newton et al. 1995).
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Iniciacion, proliferacion y maduracion

En la mayoria de los casos el proceso de iniciacion de embriones somaticos no es un problema, aunque ciertos genotipos no
responden al sistema in vitro para el proceso somatico. Tipicamente, la iniciacion de cultivos embriogénicos se lleva a cabo
mediante la utilizacion de un medio de cultivo con alta concentracion de auxinas, particularmente 2,4-D; en contraste con el
proceso de formacion de brotes mediante organogénesis, la iniciacion de embriogénesis es alta.

Una vez que el tejido embriogénico se ha iniciado, el cultivo requiere de la proliferacion y mantenimiento de los pro-
embriones, lo cual se lleva a cabo mediante el subcultivo a un medio en el cual la diferencia mas significativa, en contraste con el
utilizado para la iniciacion, es el nivel o concentracion de los reguladores del crecimiento.

Para la maduracion de los embriones las condiciones son totalmente diferentes. La mayoria de los estudios indican que
la presencia de acido abscisico en el medio de cultivo juega un papel importante en la maduraciéon de los embriones y conversion
a planta (Durzan y Gupta 1987; von Arnold y Hakman 1988). Parece ser que uno de los efectos fisioldgicos mas importantes
de la utilizacidén de ABA en la maduracion de embriones somaticos es el incremento de lipidos y proteinas de reserva (Tautorus

1991; Newton et al. 1995).

Aplicaciones de la embriogénesis somatica

Para propositos de propagacion clonal en especies de coniferas, especialmente en pinos, el proceso de embriogénesis somatica
esta aun en etapa de desarrollo, debido a ciertos factores tales como la dificultad en la iniciacion de embriones somaticos en
algunos genotipos asi como los problemas en la maduracién y conversién (germinacién) de los embriones. Probablemente
después de resolver o afinar estos problemas el proceso de embriogénesis somatica podra ser usado en propagacion clonal en
especies forestales (Newton et al. 1995).

Una de las aplicaciones mas prometedoras de la embriogénesis somatica, en particular en la propagacion clonal de
especies forestales, es el gran potencial para la produccion eficiente y econdmica de un gran nimero de individuos a partir de
genotipos deseables; esto debido a que el cultivo de embriones somaticos puede llevarse a cabo en medios liquidos, lo cual
implica el posible desarrollo en gran escala de bio-reactores en los que se pueden producir grandes cantidades de embriones
somaticos en una forma sincronica y automatizada, los que mas tarde pueden ser encapsulados para producir semillas artificiales,

constituyendo éstas un sistema eficiente de produccién de propagulos (Ahuja 1993).

El cultivo de tejidos en la transformacion genética de especies forestales

En las dltimas dos décadas ha sido posible el aislar, identificar y manipular genes especificos para modificar caracteristicas
de una variedad de organismos. Esta tecnologia se ha aplicado ampliamente para el mejoramiento de muchas especies. Sin
embargo, para el caso de especies forestales, en particular coniferas, el desarrollo en esta drea es ain limitado. Lo anterior se debe
a la dificultad de establecer un método eficiente para la regeneracion in vitro de estas especies, aunado a su lento crecimiento. A
pesar de ello, a partir de 1987 se observan grandes avances en esta area, lo cual anticipa el mejoramiento de especies forestales

mediante ingenieria genética (Sederoff 1993).
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La capacidad para regenerar plantas in vitro no sélo ha sido estudiada por los investigadores en el area de la propagacion

vegetativa o cultivo in vitro, sino que ha posibilitado el desarrollo de uno de los pilares basicos de la genética molecular de
plantas: la obtencion de plantas transgénicas, ya que combinando las técnicas de regeneracion con las de ingenieria genética es
posible introducir un gen o un grupo de genes naturales o modificados artificialmente en células de muchas especies, entre ellas
coniferas. Se pueden integrar de un modo estable en el genoma, confiriéndole un fenotipo y caracteristicas deseables (Fenoll et
al. 1994).

Una vez que la tecnologia para la regeneracion de plantas a partir de cultivo de tejidos ya sea mediante organogénesis o
embriogénesis somatica, se ha establecido, surge la necesidad de integrar este proceso al mejoramiento genético de especies. Por
lo que la regeneracion in vitro de plantas mediante el empleo de cultivo de tejidos es un requisito para la ingenieria genética de las
mismas, ya que en el cultivo in vitro cada célula se convierte en un individuo experimental que puede ser manipulado y analizado
de manera semejante a un microorganismo, aunque con gran complejidad genética, funcional y estructural. Es posible mediante
el empleo de técnicas modernas ocasionar mutaciones, transformar, o fusionar cualquier tipo de células, tejidos o plantas para
después seleccionar aquellas que posean las caracteristicas deseadas y regenerar de ellas plantas nuevas.

En ingenieria genética de plantas se han utilizado una variedad de métodos para la transferencia de genes extraiios a
la planta. Hasta la fecha dos de los métodos preferidos en especies forestales son: transformaciéon mediante Agrobacterium y
transformacién mediante el método bio-balistico o bombardeo de microproyectiles (Ahuja 1993). Sin duda alguna que el empleo
de estas técnicas en especies forestales, aunado a los métodos tradicionales de fitomejoramiento, representan un instrumento

valioso para el mejoramiento genético de estas especies.
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