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PROLOGO

Ei presente documento resume los resultados de un estudio preparado bajo
los auspicios de la beca de investigacién André Mayer, asignada por FAQO
en 1991. El mismo informa sobre el estado actua! y el potencial futuro de
la biotecnologia en el mejoramiento de especies forestales con
recomendaciones especialmente dirigidas a los paises en desarrollo. El
estudio completo se publicé en 1994 como Estudio FAO:Montes 118,
"Biotechnology in Forest Tree Improvement" {disponible solamente en
inglés'}.

A través de programas de seleccion y mejoramiento genético, es posible
aumentar considerablemente la adaptacién ambiental y la productividad de
las plantaciones forestales, asi como también de los arboles plantados
fuera de los bosgues en ayuda directa a la agricultura o con propdsitos de
proteccion. Muchas esperanzas han sido puestas en el mejoramiento
répido, sobre todo en las &reas de adaptacion y rendimiento, mediante el
uso de las tecnologias tradicionales y nuevas tecnologfas de avanzada en
las 4reas de genética vy en el mejoramiento de especies forestales, sobre
todo hasadas en experiencias exitosas, pero también en provecciones
optimistas.

El documento reafirma gue las nuevas tecnologias ofrecen posibilidades
futuras que facilitaran considerablemente el trabajo del mejorador forestal.
Sin embargo, también enfatiza que el potencial de las poderosas técnicas
biotecnolégicas, Unicamente podrdn ser aprovechadas si se aplican
conjuntamente con los programas de mejoramiento de é4rboles ya
existentes, y que estén ademas basadas en conocimientos silvicolas
basicos de las especies de interés.

El documento esta dirigido a productores v silvicultores profesionales con

' Ver también: Haines, R. {1994). La biotecnologia en el mejoramiento de
especies arbdreas forestales: tendencias y priorldades de la investigacidn.
Unasylva 45 ({177}:46-b62 {disponible en espafiol, inglés vy francés).




conhocimientos previos del tema, sin embargo al final del documento se
incluye un glosario breve con los términos cientificos utilizados. Se espera,
qgue la informacion suministrada ayudara a los colegas de los paises
miembros de ia FAQ a valorar el potencial actual y las limitaciones de la
biotecnologia en el mejoramiento de especies forestales, y gue el mismo
sirva para promover las aplicaciones serias de estas nuevas y excitantes
alternativas que nos ofrecen estas tecnologias.




RESUMEN DEL DOCUMENTO:

"EL PAPEL DE LA BIOTECNOLOGIA
EN EL MEJORAMIENTO DE LAS ESPECIES FORESTALES"?

E! campo de la biotecnologia vegetal es una de las areas de investigacion
cientifica sobre plantas en la cual se han registrado los avances mas
rdpidos durante los Ultimos afos. Muchas oportunidades han sido
identificadas para el uso de la biotecnologia en {a propagacién de especies
vegetales, la mayoria de ellas han sido aplicadas a los problemas mas
urgentes en el mejoramiento de los cultivos agricolas en los paises en
desarrollo. Este trabajo esta enfocado ala definicién del alcance que puede
lograr la biotecnologia en los programas de mejoramiento de especies
forestales, con especial referencia a los paises en desarrollo.

SITUACION ACTUAL EN EL MEJORAMIENTO DE LAS ESPECIES
FORESTALES

La larga historia de la seleccidn y el mejoramiento de muchos cukivos
agricolas contrasta con la de las especies forestales, en las cuales el
cambio de la explotacion a la domesticacion es mucho mas reciente. Un
manejo adecuado de los recursos genéticos forestales es critico para la
optimizacién de los esfuerzos de reforestacion, tanto para las especies
industriales como para !as no industriales. Por conveniencia, "industriales”
se refiere en este caso a plantaciones en gran escala dirigidas a la
produccidn comercial de madera, mientras plantaciones "no industriales”
incluyven aquellas con propdsitos multiples y en las cuales el enfogue es
menos comercial. Se debe tomar en consideracion que el limite entre
ambas definiciones no esta claramente delimitado.

2 Estudio FAO:Montes 118, FAOQ Roma 1994; disponible solamante en Inglés {"Bistechnology
in Forest Tree Improvement”).




Existen aproximadamente 100 millones de hectéreas plantadas a nivel
mundial con especies forestales industriales {Mather 1990, Gauthier 1991).
El método mas utilizado para el mejoramiento de estas especies con un
amplio espectro genético, es la seleccién recurrente dentro de las
poblaciones. En el caso de Eucalyptus grandis se han concluido la seleccion
de cuatro generaciones y tres en algunas especies de Phus, sin embargo
muy pocos programas estdn tan avanzados como éstos. El uso de huertos
semilleros de polinizacidn abierta utilizando varias combinaciones, es el
método mas comun para identificar y fijar las ventajas genéticas, mientras
gue unos pocos programas avanzados se caracterizan por la utilizacion de
familias de hermanos completos o clones. Los procesos bioldgicos
reproductivos, asi como los patrones de variabilidad, estdn bien
documentados para las especies industriales mas conocidas. El vigor, la
forma v la calidad de la madera, son en la mayoria de los programas, los
principales criterios de seleccién {déndole importancia solo en algunos
casos a la resistencia a enfermedades y virus). Lo anterior contrasta
notablemente con el cultivo de otras especies agricolas, en las cuales
predominan como criterio de seleccidn la resistencia a enfermedades y
virus. El 4lamo es una especie industrial excepcional por muchos aspectos,
la hibridacidn y seleccién clonal en poblaciones reducidas han sido los
métodos tradicionales para el mejoramiento, y debido a esto la resistencia
a enfermedades es uno de los criterios de seleccion mas importantes en
esta especie. Se han logrado avances genéticos significativos, en particular
para las especies de largos ciclos de rotacidn, sin embargo, hasta la fecha
solo ha producido un impacto minimo en la calidad genética de las
plantaciones. Las principales limitantes para un mejoramiento répido de {a
mavyoria de las especies industriales establecidas se indican a continuacion:

Ei largo ciclo generacional asociado con la baja correlacion
entre las formas juveniles y adultas, asi como la prolongada
fase juvenil previa a la de floracion.

La reducida eficacia en la seleccion de muchos caracteres
genéticos, debido a su bajo caracter hereditario y ala dificultad
para realizar sus evaluaciones.



* A través del uso de huertos de polinizacion abierta, solo se
explota una parte de la variabilidad genética disponible.

l.as prioridades de investigacion para las especies industriales
establecidas deberan centrarse en el perfeccionamiento de métodos para
la propagacion de familias de hermanos completos vy clones; la
disponibilidad de métodos de seleccidn mas precisos y a mas temprana
edad, y el estimulo de la floracion precoz. Estas acciones deben
acompaflarse con esfuerzos para optimizar el establecimiento vy las
practicas de manejo en las plantaciones, de tal forma que se conviertan en
realidad los logros potenciales de la investigacion.

Mientras gue solamente una peqguefia parte de los programas de
mejoramiento para plantaciones industriales esta situada en paises
desarrollados, la mayorfa de la superficie adicional que se requerira
mundialmente para cubrir la demanda futura, estimada en unas 100
millones de hectireas, estaran situadas en las 4&reas tropicales.
Probablemente, muchas de las especies industriales -bien conocidas y ya
establecidas, seran usadas en la mayoria de las plantaciones en estas
superficies adicionales. Un objetivo practico importante para el
mejoramiento de arboles forestales sera el establecimiento de programas
bien establecidos destinados a estas nuevas plantaciones.

Con el fin de utilizar un numero mavor de sitios adecuados para las
plantaciones y suministrar de esta forma los productos gue normalmente
se obtienen mediante la explotacién de los bosques naturales, es probable
gue en una parte considerable de las nuevas plantaciones se utilicen
especies tropicales que actualmente no son explotadas en gran escala. El
criterio para la seleccion de estas "nuevas" especies industriales sera
similar al gue es utilizado actualmente para las especies ya establecidas.
Algunas de estas especies pueden ser facilmente mejoradas, mientras que
otras pueden presentar problemas como por ejemplo el de la floracién, la
produccion de semillas, y posiblemente sean susceptibles a insectos y
enfermedades. La distribucidn y los usos potenciales de estas nuevas
especies, en términos de adaptacion y de sus caracteristicas fenotipicas y
genéticas, no son bien conocidas, y puede ser también probable que este
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acervo genético este amenazado. La implementacion de programas de
mejoramiento genético para especies forestales, sera una prioridad
importante para estas especies. La experimentacion con especies
potencialmente Utiles, plantea importantes desafios, especialmente en lo
que se refiere a: la descripcion de sistemas de reproduccidn, los estudios
de procedencia, el establecimiento de ensayos, la aplicacién de medidas de
conservacion de la diversidad genética v al inicio de actividades orientadas
al mejoramiento genético de las especies.

Existe una necesidad global para la implementacién de grandes
programas de plantaciones de especies no industriales, con una cobertura
por lo menos igual a la superficie que ocupan actualmente las plantaciones
de especies industriales situadas en su mayoria en los palses en vias de
desarrollo. Los programas de mejoramiento paralas especies no industriales
difieren ampliamente a las de especies industriales, en lo que se refiere a
criterios de seleccion, complejidad y amplitud de la variedad. Algunos de
los taxa son sumamente heterogéneos y presentan caracteristicas
genéticas gue los hacen particularmente adaptables a un rapido programa
de mejoramiento por métodos tradicionales. Sin embargo, las
caracteristicas fenotipicas de muchas especies no industriales,
potencialmente valiosas, siguen siendo en gran medida desconocidas.
Aungue no han sido bien estudiadas algunas de estas reservas genéticas,
estdn amenazadas y algunas especies presentan patrones de variabilidad
impredecibles, como resultado del manejo a que han sido sometidas por el
hombre. A pesar de que en algunos programas se ha llevado a cabo una
labor de seleccidn, la mayor parte de las especies no industriales estan adn
en fase de experimentacion. La necesidad de establecer plantaciones en
una gran diversidad de ambientes, muchos de los cuales son marginales o
de dificil acceso, implica que las plantaciones no industriales condicionan
su futuro en el ndmero substancial de las miles de especies potencialmente
Utiles. Se ha realizado un trabajo formidable en la seleccidn de las especies
mas promisorias. El mayor énfasis para el mejoramiento de las especies no
industriales estara dirigido probablemente hacia su explotacion, coleccidn,
estudios taxondmicos en relacién a su variabilidad genética, ensayos de
especies y de procedencia, evaluacién de las caracteristicas reproductivas,
y las actividades relacionadas con la conservacion de ta variabilidad




genética. La hibridacion interespecifica podra ser de valor considerable para
varios taxa. En aquellos casos donde se pueden definir criterios de
seleccion compatibles a nivel regional y las especies arb6reas sean
consideradas suficientemente importantes, los programas de seleccidn
clonal seran de gran valor para las especies que se propagan facilmente en
forma vegetativa y también para aquellas que se propagan por semillas. Sin
embargo programas de mejoramiento mas complejos posiblemente no sean
necesarios para la mayoria de las especies. Es posible que una estrategia
de mejoramiento basada en un solo evento o en avances cuantitativos sea
mas apropiada que aquellos programas dirigidos a un incremento continuo
de las mejoras genéticas. Ambos tipos de estrategias tendran que tomar
en cuenta la conservacién genética en fos programas de mejoramiento con
el fin de asegurar éxitos a largo plazo.

Como ha sefalado Kanowski {1993} el mejoramiento genético de arboles
forestales no recibe suficientes recursos financieros. Esto ocurre sobre todo
en los pafses en desarrollo donde los fondos de los programas nacionales
e internacionales no son suficientes para realizar las actividades minimas
esenciales antes indicadas y donde frecuentemente existe falta de
continuidad. El nive! téchico del personal e instalaciones inadecuadas en
casi todas las regiones agrava aun mas estos problemas. En lo que
respecta a las especies no industriales, los principales obstéaculos para un
mejoramiento rapido son la escasez de recursos, unida a la diversidad de
las necesidades de los usuarios, mucho mas que las limitaciones
bioldgicas.

BIOTECNOLOGIAS Y suUs APLICACIONES AL MEJORAMIENTO DE
ESPECIES FORESTALES

Crioconservacion y almacenamiento in vitro

El material con capacidad de regeneracion, por ejemplo los cultivos
embriogénicos, puede tener un éxito relativo a corto plazo [de tres a cinco
afos), en un proyecto de investigacion dirigido hacia el almacenamiento in
vitro y a la crioconservacion para nuevas especies.




Aunqgue el almacenamiento in vitre y la crioconservacion se utilizan cada
vez mas para el almacenamiento de germoplasma de especies agricolas
amenazadas, esta técnica tiene actualmente poca aplicacion en las
especies forestales. Los reservas genéticas de casi todas las especies
industriales establecidas estan bastante bien conservadas en rodales /n situ
y ex situ y para corto v mediano plazo, en bancos de semiilas. Sin duda
alguna existe un problema de conservacion de genes para muchas especies
arbdreas, sobre todo las latifoliadas tropicales y las no industriales. En la
actualidad no se conocen bien ni la distribucion geografica de estas
especies ni sus caracteristicas bioldgicas y taxondmicas. Sin embargo, se
sabe que las semillas de algunas de estas especies son recalcitrantes,
mientras gue otras poseen semillas ortodoxas. Los principales obstaculos
para la conservacién del germoplasma de especies forestales incluye la
insuficiencia de recursos econdmicos disponibles para su estudio, la
recoleccion y la caracterizacion necesarias antes de almacenar cualquier
germoplasma y la poca estabilidad a largo plazo de muchas de las
instalaciones existentes para el almacenamiento en bancos de semillas. El
reemplazo de las facilidades existentes por otras con tecnologias mas
avanzadas, es muy probable que no tengan un impacto positivo sobre los
programas de conservacion genética en las especies arbdreas tropicales.
En el.caso de las especies recalcitrantes, se deberfa dar prioridad al
establecimiento de plantaciones ex situ, lo que facilitaria la evaluacién de
los individuos. A mas largo plazo, la crioconservacién y el almacenamiento
in vitro, podrian tener alguna aplicacién como estrategia complementaria
de conservacion, pero solo en el caso de poblaciones bien estudiadas y
recalcitrantes, como lo son el alamo y el nogal. Por supuesto que las
medidas de conservacion ex situ, solo deberfan ser usadas como
complementarias a los programas adecuados in situ.

La crioconservacion requiere mucha mas atencion como meétodo para
arrestar la fase juvenil y de esta forma poder retener las ganancias
genéticas que nos ofrece la silvicukura clonal como en las especies
industriales. Esta tecnologia es aplicable principalmente donde se estén
implementando programas de mejoramiento. En estos casos la silvicultura
clonal tiene un objetivo realista, sin embargo, el proceso gue revierte a los
estados juveniles es dificil, especialmente en el caso de las coniferas.
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Con el énfasis continuo en los programas cooperativos de mejoramiento
de las especies forestales industriales y no industriales en los paises
tropicales, el intercambio internacional de materiales sera cada vez mas
importante. A corto plazo, este intercambio estara limitado principalmente
a semillas destinadas a pruebas de especies y procedencias. A medida que
los programas de mejoramiento avancen, el intercambio y transporte de
material vegetal se hace mas importante. En este sentido, la tecnologia del
cultivo /n vitro podria encontrar aplicaciones a mas largo plazo.

Marcadores moleculares

Las técnicas para los analisis de isoenzimas, Fragmentos de restriccién de
tamario polimérfico (RFLPs) y Amplificacion al azar de ADN polimorfico
{RAPDs), estan bien establecidas, y se pueden esperar adaptaciones
apropiadas para nuevas especies a corto plazo.

Los marcadores moleculares tienen aplicaciones importantes en la
investigacién relacionada con los programas avanzados de mejoramiento
de las especies industriales, especialmente en lo que se refiere a control de
calidad, por ejemplo, las técnica de "huellas marcadoras" se usa para la
comprobacién de la identificacion clonal, la contaminacion de los rodales
por individuos no deseables y para estudiar los patrones de cruzamiento.
Las Isoenzimas pueden dar resultados satisfactorios para algunos pero no
para todos estos propodsitos.

Los marcadores moleculares como isoenzimas y marcadores del ADN
también tienen una aplicacidn inmediata en el apoyo a los programas de
mejoramiento de las especies latifoliadas tropicales v las especies no
industriales, en especial en los estudios taxondmicos y en la investigacién
sobre sistemas de cruzamiento. Otra aplicacidn potencialmente util de los
marcadores moleculares es la cuantificacion de la variabilidad genética
como apoyo a las estrategias de muestreo para promover la conservacién
genética y mejorar las poblaciones de nuevas especies industriales y no
industriales. Sin embargo, debido a las bajas correlaciones entre patrones
de variabilidad para caracteres de adaptabilidad, su uso debe ser aplicado
con cautela.




En realidad, la aplicacion de los marcadores como ayuda para la
seleccion de individuos a corto y mediano plazo serd bastante limitada. Se
necesitaran marcadores mas ecohomicos y aun cuando éstos estén
disponibles, la tecnologia sera aplicada principalmente a los programas
avanzados de mejoramiento, los cuales pueden costear la creacion vy el
mantenimiento de estructuras de poblaciones adecuadas y donde ademas
puedan aplicarse las técnicas de la silvicultura clonal. Solo un nimero
restringido de programas caen dentro de esta categoria. En estos casos, se
justificarian algunos esfuerzos dirigidos al desarrollo de técnicas de
seleccion por marcadores. Para }a mayorfa de las especies, se prefiere
utilizar los recursos econdmicos disponibles para conseguir que los
programas de mejoramiento logren este estado de desarrollo, en lugar de
destinarlos al fomento de la seleccion con ayuda de marcadores
moleculares. Es improbable que la selecciéon con ayuda de marcadores
tenga mucha aplicacion en las especies no industriales, sin embargo,
debido al corto tiempo generacional, taxa como el de la Gliricidia puede ser
de utilidad como especie "modelo” para futuros ensayos.

Los marcadores moleculares tienen en la actualidad un valor considerable
en: {il El apoyo a la investigacidn estratégica a largo plazo; {ii} la gran
contribucion hacia la comprensién de los mecanismos genéticos bésicos vy
{iii} la comprensién de la organizacidn gendmica a nivel molecular.

En lo gue respecta a las especies forestales, el estudio de los caracteres
cuantitativos, sera en el futuro el centro de estas actividades, las cuales
deberdn concentrarse en unas pocas especies, como por ejemplo el pino
de incienso Pinus taeda y en particular hibridos tales como P, effiottii x P.
caribea.

Seleccion in vitro

Muchas publicaciones recientes que se refieren a cultivos agricolas, han
reportado una correlacidn Util entre las respuestas /n wire y la expresion de
caracter(sticas deseables en el campo, un ejemplo com(n es la resistencia
a enfermedades. Resultados positivos se han reportado también para:
tolerancia a herbicidas, metales, sales y bajas temperaturas.



Entre los criterios de seleccion de mayor importancia en lo gue se refiere
a las especies arboles forestales, se encuentran, vigor, forma del fuste y
calidad de la madera. Sin embargo, Ia baja correlacién con las respuestas
en el campo, limitan la utilizacion de la seleccidn in vitre, por lo cual {a
aplicacion de esta tecnologia tendré un uso limitado en el mejoramiento de
las especies arbdreas forestales. La seleccidn /n vitro serd importante
Unicamente para unos pocos programas relacionados con la resistencia a
enfermedades, pero no como un objetivo de investigacidn que pueda
generalizarse.

Ingenieria Genética

Especies agricolas transformadas con genes que inducen resistencia a virus
e insectos, asi como a varios tipos de herbicidas, han sido desarrolladas y
estan cerca de ser utilizadas comercialmente. Entre las plantas
transformadas a las cuales se le han incorporado estos genes se
encuentran los dlamos. En la actualidad, se estan desarrollando varios
proyectos con especies de arboles forestales, en particular dirigidos a la
modificacidn de la biosintesis de la lignina utilizando la técnica del contra
sentido {"antisense"}. La transformacion de una nueva especie con genes
extrafos actualmente disponibles que inducen resistencia a insectos o
herbicidas, constituird un importante logro de investigacion, cuyo éxito
dependerd de la capacidad de regeneracion de plantas completas a partir
delas células transformadas. La manipulacion de caracteres mas complejos
serd una empresa aun mas ardua, la cual exigird una investigacién mas
bésica. Aungue se han logrado progresos rapidos en la ingenieria genética,
todavia se requiere de un gran esfuerzo de investigacion. Un obstéculo para
un avance rapido en este campo es la falta de técnicas de transformacion
efectivas, aunque se estdn mejorando las técnicas existentes. En algunos
drboles la regeneracion /n vitro es dificil, sin embargo este problema puede
estar sobredimensionado; tampoco es un obstdculo para la aplicacion
efectiva de las técnicas de ingenierla genética la carencia de respuesta del
material de arboles adultos, siempre y cuando en material juvenil responda
satisfactoriamente. Una consideracién importante gue a menudo no se
toma en consideracion, es la necesidad de una intensa experimentacién a
nivel de campo, antes de poder formular recomendaciones responsables
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con respecto a la distribucion de plantas transgénicas en gran escala.
Dichos ensayos pueden ser extensivos y prolongados, dependiendo de las
especies y genes involucrados. Los proyectos de investigacién de este tipo
son necesariamente intensivos, y deben ser considerados a largo plazo vy
con modestas expectativas de éxito.

La resistencia a insectos tiene un valor potencial, por ejemplo para los
alamos, algunos tipos de pino, eucaliptos y especies latifoliadas tropicales.
Un dnico gen pudiera ser suficiente para lograr resistencia en especies de
crecimiento répido, sin embargo, para las especies de crecimiento lento se
debe trabajar con mucha cautela. No se debe subestimar la labor que
implica la introduccion de varios genes que inducen diferentes tipos de
resistencia, para que los insectos no adquieran tolerancia cuando se trata
de especies de crecimiento lento. La reduccion de la biosintesis de la
lignina es un objetivo muy importante para las especies destinadas a la
obtencion de pulpa. La introduccién de genes que confieren tolerancia a
herbicidas tiene cierto interés, pero en muchos programas las ventajas que
ofrece la aplicacton indiscriminada de herbicidas puede no ser suficiente
para que un programa de investigacion en esta drea resulte rentable. Un
factor importante podria ser la sustitucion de herbicidas "amigables " al
medio ambiente, tales como el glifosato, por los herbicidas residuales
usados actualmente. Es probable que los genes que inducen tolerancia al
frio tengan cierto valor comercial para muchas especies, en particular para
los eucaliptos. Sin embargo, queda aun mucho por estudiar, antes de poder
afirmar que es posible conferir una tolerancia suficiente mediante |a
utilizacion de protefnas "anticongelantes" y hacer extensivos estos
resultados a otras especies forestales. Como medida de bioseguridad, la
prevencién de la dispersién de genes a poblaciones naturales sera
probablemente una de las principales preocupaciones en la aplicacion
practica de la ingenierfa genética v la esterilidad deberd ser uno de ios
primeros objetivos de la ingenieria genética aplicada a las especies
forestales. El principal factor que limita esta aplicacidn, es el estado actual
de los conocimientos sobre el control molecular de las caracteristicas mas
importantes como son, las relacionadas con el crecimiento, la adaptacion,
la calidad del fuste vy el estado de juvenilidad.
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También es importante que los genotipos obtenidos mediante ingenierfa
genética sean de alta calidad con respecto a otras caracteristicas. El
ensayo clonal es la estrategia mas légica a seguir, para integrar la
ingenierfa genética a los programas tradicionales de mejoramiento de
arboles. Por estas razones, es preferible aplicar la ingenierfa genética a
especies que cuentan con programas avanzados de mejoramiento y en las
gue se pueda considerar de modo realista la posibilidad de utilizar técnicas
de clonacidn. La investigacidén sobre este tema no deberd constituir un
objetivo prioritario, particularmente en el caso de especies cuya variacién
natural dentro del taxon no ha sido estudiada lo suficiente.

Variacién Somaclonal

La variabilidad inducida durante los cultivos celulares o de callos ha sido
reportada para muchas especies. En algunas especies agricolas, se han
producido variantes que muestran rasgos aprovechables econdmicamente,
como son la resistencia a enfermedades y resistencia a la salinidad. Este
fendmeno aun no estd bien entendido, vy la estabilidad de estas
modificaciones a través de las generaciones subsiguientes cuando se
multiplican sexualmente, solo ha sido demostrado en algunos casos. Esta
es una area de investigacion en la cual los resultados favorables no son
predecibles, y el uso de esta técnica depende de la regeneracion a partir de
células o callos, La investigacién con nuevas especies tendra bases mas
solidas cuando el fendmeno pueda ser mejor entendido en los modelos bajo
estudio en la actualidad.

Asumiendo, gue las caracter(sticas genéticas son estables, este tipo de
tecnologia es mas valiosa cuando la seleccién pueda llevarse a cabo a nivel
celular (por ejemplo por exposicion a una fitotoxina o a altos niveles de
minerales} de esta forma se pueden revisar un gran nimero de genotipos,
en los cuales el nivel de la caracteristica que se pretende seleccionar se
encuentra fuera del rango disponible en forma natural para esa especie. Un
ejemplo en el cual se reflejan estos criterios es en el caso de la resistencia
al frio en los eucaliptos., Hasta la fecha no se ha encontrado una
aplicabilidad evidente en las especies tropicales latifoliadas o en las
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especies no industriales para las cuales la variacion genética natural esta
poco definida.

Fusion de Protoplastos

En este campo existe una larga historia de investigacién basica en la cual
se han logrado algunos éxitos, especialmente en especies de las familias
de las Brassicaceae y Solanaceae. Sin embargo, existen severas
limitaciones para su utilizacién debido a la relacién taxondmica de los
padres y a las limitaciones para la regeneracion de plantas a partir de
protoplastos.

Las esperanzas de éxito con esta tecnologia utilizando otras nuevas
especies se espera gue sea limitada.

Aparentemente, la técnica de la fusidon de protoplastos, parece tener
poca aplicabilidad en arboles forestales, particularmente para aguellas en
las cuales ha habido poca investigacion acerca de posibilidades de la
hibridacidn tradicional {por ej. algunas especies tropicales latifoliadas y en
las no industriales}. A largo plazo, los objetivos que se pretenden lograr
mediante la fusion de protoplastos podrian alcanzarse en forma mas
eficiente mediante manipulaciones a nivel del ADN.

Cultivos de Células Haploides

Los cultivos de anteras han sido utilizados para la produccidn répida de
lineas homozigdticas en algunas especies monoicas de cereales y algunos
vegetales. Existen muy poca informacion sobre el uso de los cultivos de
gametofitos en las especies forestales. Las investigaciones dirigidas hacia
esta finalidad tienden a ser a largo plazo y con pocas posibilidades de
obtener resultados satisfactorios.

La introduccidn de las plantas haploides no ha tenido una aplicacién
inmediata sobre los programas de mejoramiento de especies forestales, a
pesar de que estas plantas pueden ser de gran utilidad en los estudios de
genética béasica, por ejemplo, en los estudios de heterosis. Como un
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objetivo estratégico de investigacion a largo plazo para las especies de
interés industrial, 1a induccidon de plantas haploides deberd ser de poca
importancia, porlo menos hasta que no se dispongan de metodologias para
la seleccidon temprana y floracidn répida de estas especies. El mejoramiento
de las especies no industriales no justifica en la actualidad el empleo de
estas técnicas.

Rescate de embriones in vitre

Esta técnica ha sido utilizada particularmente en 4rboles frutales con la
finalidad de permitir e desarrollo de embriones gque normalmente hubieran
abortado a causa de la incompatibilidad entre el ovulo v el desarrollo del
embrién, asi como para el rescate de embriones cigdticos en especies
apomicticas. Estas técnicas no son muy complicadas, y el desarrollo de
protocolos de investigacidn para nuevas especies sera un reto menor, de
corta duracion, y con grandes posibilidades de éxito.

El rescate de embriones ha sido utilizado ocasionalmente en especies
forestales, pero el requerimiento de este tipo de tecnologias probablemente
estard limitado a un pequefio nimero de hibridos para los cuales esta
restringido el desarrollo de embriones in vitro. A corto plazo, la
investigacion de este tipo no serd de mucha importancia. Sin embargo v a
un mayor plazo, cuando las barreras de la hibridizacién natural estén mejor
definidas, se podrian dirigir investigaciones en esta drea hacia aquellas
hibridos cuyas especies hayan sido identificadas como de mucho interés
vy para las cuales otros estudios hayan sugerido que las técnicas /n vitro
pueden aportar soluciones.

Miropropagacion

Mas de 1000 especies vegetales han sido micropropagadas, incluyendo
100 especies forestales. Mediante un esfuerzo de investigacion apropiado
se podrian desarrollar protocolos de esta técnica para la mayoria de las
especies forestales. En general se podrd describir un proyecto de
investigacion en esta drea como de corto a mediano plazo y con
esperanzas de éxito moderadas.
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En lo que respecta a la mayorfa de las especies industriales, el costo
elevado de los propégulos v la escasez de datos sobre los resultados de
comportamiento en el campo, siguen siendo los principales obstaculos que
deberan superarse antes de que se pueda prever el uso mas generalizado
de plantas micropropagadas como material directo de plantacién. Sin
embargo, la micropropagacién tiene una aplicacidon sobre los sistemas
integrados de propagacién clonal que permite la plantacidon comercial de
esquejes obtenidos a partir de plantas madres, de clones seleccionados,
multiplicadas rapidamente y micropropagadas. Este método solo es de
valor para programas de mejoramiento muy avanzados, los cuales incluyen
la identificacion de los clones superiores. Esto ocurre actualmente solo en
el caso de unos-pocos programas en eucalipto tropical, y posiblemente
algunos programas de alamos, pero podrian incluir potencialmente otras
especies industriales. Es esencial una integracion equilibrada de esta
tecnologfa en los programas de mejoramiento, cuando la realizacion de
ensayos clonales en una escala relativamente amplia sea posible y no
presente problemas financieros. El hecho de que en la actualidad estas
técnicas sean aplicables sobre todo en material juvenil, no constituye
necesariamente un obstaculo para obtener ventajas considerables en la
sitlvicultura clonal. No obstante, esto depende de la habilidad para
almacenar material juvenil mientras dura el ensayo clonal. Los programas
de mejoramiento de nuevas especies industriales y no industriales, no esta
lo suficientemente avanzado como para justificar a corto plazo un uso
generalizado de la micropropagacién.

La micropropagacién podrfa aplicarse de modo mas amplio a la
multiplicacién de los progenitores de las especies industriales, a medida
que avancen los programas de mejoramiento y se superen otras
limitaciones de la silvicultura clonal, por ejemplo los problemas de trabajar
con individuos adultos. En el caso de afgunas especies forestales no
industriales, la micropropagacidn puede desempefar un papel importante
en la multiplicacién de variedades seleccionadas, antes de su distribucion,
La aplicacién de técnicas sencillas de micropropagacion, aplicables para
aquellas especies en las cuales estas técnicas todavia no estan disponibles
es, por lo tanto, un objetivo de investigacién util pero no prioritario,
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respecto a otros, como lo son el fomento de los programas de
mejoramiento.

El desarrollo de la embriogénesis somética v de la tecnologfa para
producir semillas artificiales, podra superar, después de una investigacién
considerable, las limitaciones de costo del material de siembra antes
mencionado, y podra utilizar estos propagulos para crear plantaciones
forestales. En relacidn a las especies industriales, el desarrollo de esta
tecnologia constituye ,en consecuencia, un objetivo de investigacién Gtil
a largo plazo, pero aplicable sobre todo a una o dos especies prototipos
como son el Picea abies y el Pinus taeda, siempre tomando en cuenta las
mismas reglas en relacién a nimero, extension y rotacidn de los clones,
como se hace generalmente en los programas de silvicultura.

Control in vitro del estado de madurez

Una larga historia de investigacidn /n vitro sobre la regresion de material
proveniente de arboles adultos a su estado juvenil, ha conducido a ciertos
avances, pero ha aportado pocas pruebas de que el rejuvenecimiento pueda
ser total, permanente y estable. Reportes similares y esporadicos sobre la
aceleracion de los procesos de madurez a través de la manipulacién /n
vitra, no sugieren, gue este proceso pueda lograrse en forma confiable. Las
probabilidades de éxito en esta linea de investigacidn parecen escasas. Es
mucho mas probable, que un conocimiento de las bases moleculares de los
procesos de madurez, de lugar a una manipulacién practica, pero esta labor
esta aun en sus inicios y la regresion o aceleracion del proceso de
maduracidn hasta alcanzar los hiveles precisos regueridos, sigue siendo una
posibilidad remota. Para muchos propdésitos en la silvicultura clonal de
especies industriales, el poder mantener el estado juvenit es tan (til como
lo es el lograr el rejuvenecimiento. E! mantenimiento del estado juvenil
puede lograrse utilizando técnicas tales como crioconservacidn o
crecimiento bajo el sotobosque. No obstante, uno de los objetivos mas
importantes de la investigacion estratégica a largo plazo para el
mejoramiento de especies forestales con fines industriales sigue siendo un
contrel mas estricto del estado de madurez. La regresion al estado juvenil
es Util sobre todo cuando va estan en marcha los programas adecuados de
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mejoramiento y donde existan limitaciones para la aplicacion de técnicas
clonales en la explotacién silvicola. La manipulacion de los materiales con
el fin de inducir una floracion precoz y reducir los intervalos generacionales
en el estado adulto, es de mayor interés gue la regresion al estado juvenil,
por lo menos a lo que respecta especies industriales, pero solamente tiene
valor cuando existan programas activos de mejoramiento.

SINTESIS

La biotecnologia representa, para muchos cultivos agricolas, la mayor
esperanza con el fin alcanzar los objetivos urgentes planteados en los
programas de mejoramiento vy la conservacion de la variabilidad genética
en las plantas silvestres de la misma familia. También es importante en la
multiplicacion de individuos élite y en particular en lograr resistencia a
enfermedades virales e insectos. Muchos cultivos agricolas de importancia

para los pafses en desarrollo, como por ejemplo la yuca y otras especies -

utilizadas mayormente por agricultores de bajos recursos también se
beneficiardn con esta tecnologia. En contraste, la biotecnologia ofrece
pocas posibilidades para resolver las prioridades mas urgentes en el
mejoramiento de las especies forestales, a pesar de que estas especiss
estan siendo objeto de muchos programas activos de investigacion en
biotecnologia. Esto se debe a que la mayoria de los objetivos de los
programas de mejoramiento de especies forestales difieren en forma
sustancial de aquellos programas destinados a especies de cultivos
agricolas. Ademas, las actividades de mejoramiento de drboles forestales
no se presta facilmente a esguemas de centralizacién, debido a la
diversidad de especies y objetivos finales con los que se trabajan y debido
al escaso conocimientos existentes para la mayoria de estas especies.

Las posibilidades destinadas a reemplazar o suplementar tecnologia en los
programas de mejoramiento de arboles a corto plazo son:

(i) Para programas de mejoramiento bien establecidos con especies
industriales bien estudiadas biolégicamente:
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La utilizacion de marcadores moleculares en el control de
calidad y en programas avanzados de mejoramiento, por
ejemplo, paraiaidentificacidn clonal, contaminacién en huertos
semilleros v para revisar los patrones de apareamiento dentro
de los huertos clonales, mediante la técnica de las huellas
marcadoras ("fingerprinting™}.

El uso de la micropropagacidon en los sistemas integrados de
propagacion clonal permite la plantacién comercial de esquejes
obtenidos a partir de plantas madres de clones seleccionados
vy micropropagados. Este método es Unicamente Util en
programas avanzados de mejoramiento en los cuales se
incorpora la caracterizacidn de clones valiosos dentrode un
esquema estratéglco de silvicultura clonal.

{ii} Para programas de mejoramiento de especies no industriales y "nuevas”
especies industriales poco estudiadas biolégicamente:

El uso de marcadores para estudios taxondmicos esenciales e
investigaciones de sistemas de cruzamiento.

El uso de marcadores para cuantificar la variabilidad genética
como ayuda en el disefo de estrategias de muestreo
relacionadas a la conservacion de genes, y el establecimiento
de colecciones de poblaciones para su mejoramiento.

Las estrategias prioritarias de investigacion para la aplicacién de la

biotecnologia en el mejoramiento de especies forestales son:

(il Investigacion genética a largo plazo. Los objetivos prioritarios son:

Ingenieria genética para inducir esterilidad. Esto es de un pre-
requisito como método de bioseguridad para las aplicaciones
finales de la ingenierfa genética.
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* La utilizacién de marcadores moleculares y técnicas de
transformacion del ADN para la investigacion de los procesos
genéticos a nivel molecular, en particular, los relacionados con
caracteristicas complejas como el crecimiento, adaptacion,
calidad del fuste, y la calidad de fa madera. Esta labor es
importante sobre todo para las especies de arboles industriales,
pero también facilitard la aplicacidn de la biotecnologia a
especies arbéreas no industriales.

¥ Los estudios moleculares del estado de madurez. Esto es
prioritario para plantaciones de especies no industriales.

* El desarrollo de la embriogénesis somdtica, combinado con la
tecnologia de semillas artificiales como método de propagacion
clonal para plantaciones de especies industriales. Esta érea
sera de prioridad menor.

Los proyectos de investigacion del tipo mencionado anteriormente se
manejan mas eficientemente utilizando un nimero reducido de especies
"modelos”. La dispersion de los recursos econdmicos y genéticos, y el
esfuerzo due se debe dedicar a muchas especies puede ser
contraproducente.

(iil Investigacién especffica a largo plazo. Algunos objetivos son:

* La ingenierfa genética de caracteres Utiles,por ejemplo:
- La reduccion de la lignina en especies para produccién de pulpa

- La tolerancia al frio, particularmente en eucaliptos

- Resistencia a insectos, por ejemplo, en 4lamos y posiblemente
Meliaceae {cuando existen programas adecuados de
mejoramiento)

La transformacion con genes apropiados podra conseguirse a corto o
mediano plazo {(entre cinco a diez afios), sin embargo, serd necesario un
periodo de diez afios de experimentos a nivel de campo antes de que se
puedan hacer recomendaciones para su distribucidn comercial.
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* La seleccién, con ayudas de marcadores, de especies para a
las cuales existan programas de mejoramiento avanzado y
donde el establecimiento de estructuras y el mantenimiento de
poblaciones apropiadas sea econdmicamente factibles.
Probablemente habran de transcurrir diez afios antes de que
esta técnica pueda ponerse en practica.

(iii] Investigacién a corto y mediano plazo. Los objetivos ttiles son:

* El estudio de la correlacion genética entre la capacidad
regenerativa bajo condiciones in vitro y la expresidn a nivel de
campo desde el punto de vista comercial (alta prioridad).

* El desarrollo de métodos de crioconservacion como medida
para mantener la fase juvenil en programas avanzados para el
mejoramiento de especies industriales.

* El desarroilo de técnicas sencillas de micropropagacion para
especies en las cuales no se ha desarrollado dicha técnica
{prioridad de baja a moderada).

* El desarrollo de la crioconservacion como método
complementario a la conservacion de genes de especies de
valor comprobado, gue cuenten con programas de
mejoramiento, y en las cuales se haya demostrado que sus
semillas son recalcitrantes {prioridad moderada). Sin embargo,
la posibilidad de una eventual regeneracién a partir de lotes de
semillas almacenados demanda especial atencidn {ver Wang et
al, 1993},

Actualmente existen pocas areas en las cuafes la biotecnologia pueda
reemplazar provechosamente, o complementar tecnologfas ya existentes
para el mejoramiento de las especies forestales. Las aplicaciones
potenciales de varias de estas biotecnologfas son interdependientes, por
ejemplo, la aplicacidn de la ingenieria genética para mejoramiento y de la
crioconservacién para la retencion del estado juvenil, dependen de la
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existencia de métodos apropiados para |la propagacion clonal a partir de
material cultivado. Las aplicaciones de estas tecnologfas, v ia seleccién con
la ayuda de marcadores, son apropiadas solamente en los mejores
programas forestales de multiplicacién clonal, cuando se habla del
mejoramiento forestal se puede decir que la silvicultura clonal es el punto
clave para la aplicacion de otras técnicas biotecnoldgicas en el
mejoramiento de arboles forestales. Una silvicultura clonal solida depende
de la existencia de buenos programas de mejoramiento con el fin de
producir los genotipos superiores deseados con una base continua. Las
iniciativas en materia de investigacién biotecnoldgica no pueden ni deben
financiarse a expensas del desarrollo de buenos programas convencionales
de mejoramiento genético.

Ademas de las grandes inversiones que se reguieren para el desarrollo de
la mayoria de las técnicas biotecnoldgicas y para un muestreo adecuado,
dichas inversiones también son necesarias para que muchos programas de
mejoramiento puedan alcanzar niveles apropiados de desarrollo. Como ha
sido enfatizado por Burdon (1992} un compromiso con la biotecnologia
debe ser parte de un incremento substancial con el compromiso hacia las
técnicas de plantaciones forestales y mejoramiento genético. Este nivel de
inversion no ha sido alcanzado para especies industriales y nunca estara
disponible para la mayoria de las especies no industriales. La brecha entre
los métodos tradicionales utilizados en el mejoramiento de especies
arbdreas forestales y los enfogues biotecnoldgicos es mayormente un
asunto de inversidn financiera.

El elevado costo requerido por los programas de investigacién favorece
la colaboracion, en lugar de una competencia entre los gue poseen los
cohocimientos de estas biotecnologias, como ha sido resaltado por Burdon
(1992). Serfa deseable que por lo menos las investigaciones costosasy a
largo plazo sean implementadas mediante colaboracidn entre laboratorios
especializados y utilizando como modelos especies adecuadas.

En los paises en desarrollo existen muchos programas de plantaciones
privadas de arboles forestales con fines comerciales. Tomando en
consideracion el riesgo y los beneficios potenciales, los responsables de
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estos programas tomarén sus propias decisiones con el fin de definir las
inversiones mas apropiadas para cada caso, asl como el nivel de la misma.
En las explotaciones industriales basadas en los palises en desarrollo, ia
disponibilidad de fondos para el mejoramiento genético dirigidas a nuevas
especies industriales y no industriales es muy inadecuada. Esta misma
circunstancia ocurre en relacion a los urgentes trabajos necesarios en las
areas de exploracion, conservacion y ensayos a nivel de campo, asi como
para la capacitacion techica y otras facilidades requeridas. Los fondos que
estéan siendo utilizados para estos propdsitos deberlan reorientarse hacia la
biotecnologla solamente cuando una tecnologia alterna efectiva tenga
posibilidades de éxito a corto plazo. En esta categoria se encuentra e} uso
de marcadores molecularas en los estudios de biotecnologla reproductiva,
en las investigaciones taxondmicas y para cuantificar la variabilidad
genética. Un incremento masivo en los fondos dirigidos para el
mejoramiento de arboles forestales en los paises en desarrollo deberian
dedicar una mayor atencion a la biotecnologia, sin embargo, destinar los
fondos disponibles hacia investigaciones biotecnolégicas a largo plazo, es
probable que tenga un impacto negativo en los programas de mejoramiento
genético de estas especies.




22
{NDICE DEL ESTUDIO FAO:MONTES 118°
PROLOGO
AGRADECIMIENTOS
RESUMEN

1. INTRODUCCION

2. SITUACION ACTUAL EN EL MEJORAMIENTO DE LAS ESPECIES
FORESTALES

Elementos de un programa de mejoramiento genético forestal
Situacién actual del mejoramiento de especies forestales

Especies industriales

Eucaliptos tropicales y subtropicales
Eucaliptos tolerantes al frio

Arboles latifoliados tropicales

Alamos y sauces

Arboles de madera dura de climas templados
Coniferas de ciclo mediano

Noahk N

Coniferas de clima templado de ciclos largos
Especies de uso no industrial
El mejoramlento de arboles en los paises desarrollados

EL mejoramiento de arboles en los paises en desarrollo

3 Estudlo FAO:Maontes 118. "Biotechnology in Forest Tree Improvement"




23
3. CRIOCONSERVACION Y ALMACENAMIENTO in vitro
Principios y logros experimentales

Almacenamiento /n vitro
Crioconservacion

Aplicabilidad al mejoramiento de especies forestales
Conservacion de germoplasma
Mantenimiento de los estados juveniles
Intercambio de Germoplasma
Conclusiones
4. MARCADORES MOLECULARES
Métodos
{[soenzimas
Fragmentos de restriccion de tamafio polimérficos (RFLP)
Amplificacién al azar de ADN polimérfico (RAPD)
Microsatélites
Principios vy logros
Cuantificacion de la diversidad genética forestal
Verificacion y definicion de genotipos
Estudios taxonomicos vy filogenéticos
Estudios biolégicos
Huellas genéticas
Seleccién con ayuda de marcadores

Aplicabilidad ai mejoramiento de especies forestales

Evaluacion de la diversidad genética




24

Conservacién de genes
Asociacion de poblaciones mejoradas
Verificacion y definicién de genotipos
Estudios taxondmicos y filogéneticos
Estudios bioldgicos {contaminacidn por polen, sistemas
apareamiento)
Huellas genéticas

Conclusiones

5. SELECCION IV VITRO

Principios y logros experimentales
Seleccion para resistencia a enfermedades
Seleccion para resistencia a herbicidas
Seleccién para tolerancia a la salinidad
Seleccidn para tolerancia a metales
Seleccién para tolerancia a altas temperaturas
Seleccion para tolerancia a bajas temperaturas
Seleccion para tolerancia al éstres hidrico
Tolerancia cruzada al éstres
Seleccion de otras caracteristicas

Aplicabilidad en el mejoramiento de especies forestales

6. INGENIERIA GENETICA

Estrategias

Técnicas generales

Introduccién de genes extrafos

Promotores

de




25
Marcadores genéticos
Caracteristicas seleccionadas

Resistencia a insectos
Gen toxico del Bacillus thuringiensis {Bt}
Inhibidores de proteasas
Otros genes
Resistencia a virus
Resistencia a bacterias ¥ hongos
Resistencia a nematodos
Tolerancia a herbicidas
Tolerancia al frfo
Propiedades de la madera
Esterilidad
Auto-incompatibilidad y compatibilidad cruzada
Maduracién de frutos
Pudricion de esquejes
Simbiosis
Otras caracteristicas

Registro de logros

Cultivos en general
Arboles en particular

Desventajas y dificultades
Aplicaciones para especies forestales
Integracion en programas de mejoramiento de arboles forestales

Conclusiones




26

7. VARIACION SOMACLONAL
Principios y logros experimentales

Resistencia a enfermedades

Tolerancia a herbicidas

Tolerancia a sales y otros éstreses
Aplicabllidad al mejoramlento de especles forestales
8. FUSION DE PROTOPLASTOS
Principios v logros experimentales
Aplicabilidad al mejoramiento de especies forestales
9. CULTIVO DE CELULAS HAPLOIDES
Principios y logros experimentales
Aplicabilidad al mejoramiento de especies forestales
10. RESCATE /N VITRO DE EMBRIONES
Principios y logros experimentales
Aplicabilidad al mejoramiento de especies forestales
11. MICROPROPAGACION
Principios y logros experimentales

Yemas axilares

Yemas adventicias
Embriogénesis somatica




27
Aplicabilidad al mejoramiento de especies forestales

Costo del material de siembra

Fidelidad clonal

Comportamiento de propagulos a nivel de campo
Tasa de multiplicacién

Aplicabilidad a material adulto

Compatibilidad con cultivos almacenados
Proporcién de respuesta de los genotipos

Conclusiones

12. CONTROL /N VITRO DEL ESTADO DE MADUREZ
Principios ¥ logros experimentales

Aplicabilidad al mejoramiento de especies forestales

El papel del estado juvenil en la silvicultura clonal
Efecto de los intervalos generacionales sobre la ganancia genética

Conclusiones
13. CONCLUSIONES GENERALES
El estado actual del mejoramiento de especies forestales

tas biotecnologias y sus aplicaciones al mejoramiento de especies
forestales

Crioconservacion y almacenamiento in vitro
Marcadores moleculares

Seleccidn in vitro

Ingenieria genética

Fusidn de protoplastos

Cultivo de gametofitos




28
Rescate /n vitro de embriones
Micropropagacion
Control del estado de maduracion in vitro

Sintesis

La biotecnologia y el mejoramiento de especies forestales en los paises en
desarrollo

REFERENCIAS

ACRONIMOS

Foto de la portada
Mapa de cruzamiento genético de Pinus elliottii x P. caribaea hibridos F1
Foto: G. Dale




29
REFERENCIAS*

Burdon, R.D. (1292) Tree breeding and the new biotechnology - in damaging
conflict or constructive synergism? Paper to IUFRQ S2.02-08 Conference,
Breeding Tropical Trees, Cali, Colombia, October 1992.

Gauthier, J.J. {1921} Plantation wood in world trade. pp. 2-19 in "The
Emergence of New Forest Potentials in the World", AFOCEL, Paris.

Kanowski, P.J. & Nikles,D.G. (1989) A summary of plans for continuing
genetic Improvement of Pinus caribaea var. hondurensis in Queensland. pp.
236-249in G.L.Gibson, A.R.Griffin & A.C.Matheson {eds) “Breeding Tropical
Trees: Populationstructure and genetic improvement strategies in clonal and
seedling forestry.", OFIfWinrogk.

Mather, A.S. {1290} Global forest resources. Belhaven Press, London.
Wang, B.S.P., Charest, P.J. & Downie, B, {1993} £x sftu storage of seeds,

pollen and /n vitre cultures of perennlal woody plant species. FAO Forestry
Paper No. 113.

*Referencias citadas en el resumen. La lista completa de las referencias blbliogréficas se halla
en &l Estudlo FAO: Mantes 118.




D/V4485

.

" . e




