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Carta del Presidente

Queridos/as amigos/as:

En la préxima reunién que se celebrard en Pamplona del 21 al 24 de setiembre se
procederd, de acuerdo con los Estatutos, a la renovacién de la Junta de la SEFV.

Durante estos cuatro afios hemostrabajado con ilusién por continuar la tarea de los
que nos precedieron y creemos que en este momento la SEFV es una Sociedad asentada y con
un gran dinamismo, como se ha comprobado en los ultimos Congresos, tanto Nacionales
como Internacionales y en el creciente nimero de publicaciones de miembros de esta
Sociedad que aparecen en las revistas mds punteras de nuestra disciplina.

Ha sido para nosotros muy grato el recibir vuestra colaboracién en las revisiones
de cardcter docente que se pusieron en marcha hace ya cuatro afios; esperamos que hayan sido
interesantes para todos vosotros.

Asimismo quiero resaltar la cada vez mds estrecha colaboracién entre nuestra
Sociedad y la portuguesa, tanto a nivel de los Congresos como de las reuniones de los
diferentes grupos de trabajo; y tal como se acordé en el Congreso de Madrid, el préximo se
celebrard en el afio 1995 en Portugal.

Untema que queda pendiente, a pesardel interés puesto por esta junta en resolverlo,
ha sido el de la creacién del Areade Conocimiento de Fisiologia Vegetal que yainicié la Junta
anterior. En el dltimo Consejo de Universidades celebrado el pasado mes de abril, se present6
por parte de la Secretaria General del Consejo de Universidades un documento con la
propuesta de creacion ed nuevas dreas, en el que se inclufa la nuestra, si bien no se adopté
niguna resolucién, quedando pendiente para una préxima reunién.

Para finalizar, quiero dejar constancia de mi agradecimiento a todos los miembros
de la Junta Directiva que han colaborado conmigo durante estos cuatro afios, y en especial a
Carmen Gonzdlez Murua y Alberto Mufioz Rueda sin cuya ayuda me hubiera sido imposible
llevar a cabo la tarea propuesta, asi como su aporte continuo de ideas que poco a poco se han
ido incorporandoen el funcionamiento de la Sociedad. A los dos muchisimas gracias.

El préximo mes de setiembre espero poder veros a algunos y tanto a estos como a
aquellos que no puedan venir, sabed que me tenéis en la Universidad Pudblica de Navarra a
vuestra disposicién.

Hasta siempre
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Revisiones

Algunas tendencias de la Ingenieria
Genética en la Biotecnologia Forestal

Carolina Martinez Pulido

Departamento de Biologia Vegetal. Universidad de La Laguna.
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PRESENTACION.

Desde hace unos afios, numerosos trabajos de
investigacién realizados por cientificos de dis-
tintos laboratorios en el campo de la Biotecnologia
Vegetal, se estdn orientando hacia prometedoras
aplicaciones de nuevas técnicas. Lo relevante es
que sus resultados permiten conseguir notables
mejoras en las plantas que, sin duda, proporcio-
nardn destacados beneficios para la humanidad.

Las especies forestales, en particular, tam-
bién han sido objeto de esas nuevas tecnologias.
Y asi, en los dltimos afios se ha comprobado
como las téncias moleculares mds importantes
pueden aplicarse a los drboles. El cometido de
esta revision estard centrado en dar a conocer
aquellos avances mas significativos en esta par-
cela. Aligual que, en su momento, nos hicimos
eco de que la vertiente del cultivo in vitro de
tejidos de forestales presentaba un cuadro de
conquistas relativamente modesto en relacién a
otras especies, en este caso sucede una historia
de alcance semejante. Ademds, sin negarse todas
las potencialidades que albergan estas investiga-
ciones, son muchos los investigadores que ad-
vierten cOmo un entusiasmo excesivo en la
Biotecnologia Vegetal conlleva grandes expec-
tativas muchas veces irrealizables. La mayor
esperanza es que puedan obetenerse significati-
vos impactos pasado el horizonte del afio 2.000.
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Es sabido que la Biotecnologia Vegetal tiene
perfiles complejos de definir a causa, principal-
mente, de 1a heterogeneidad de sus componen-
tes. Hoy se acepta como una disciplina cientifica
que comprende un gran nimero de técnicas di-
ferentes, siendo lo destacable de esta coleccion
de técnicas, el que puedan usarse para aumentar
el impacto de los programas de mejora de plan-
tas.

Concretamente, dentro de la Biotecnologia
normalmente se incluyen las técnicas del cultivo
in vitro de tejidos, las de la ingenierfa genética y
las de la genética molecular.

Enel Boletin n? 16 de esta Revista (diciembre
de 1991), analizamos la panordmica del cultivo
invitro delostejidos de especies forestales. Este
segundo trabajo contiene una sucintarevision de
la ingenieria genética, manteniendo el foco de
atencién dirigido hacia los drboles. Con ambos
hemos pretendido ofrecer una visién relativa-
mente genérica del conjunto de gran parte de los
conocimientos, que en acelerada expansidn,
constituyen el aporte logrado porla Biotecnologia
Forestal hasta el presente.

I.-INTRODUCCION.

LalIngenieriaGenética Vegetal, bdsicamente,
permite la manipulacién del material hereditario
con ¢l fin de transferir uno o, unos pocos genes,
de una especie vegetal a otra. De esta manera se
introducen caracteres nuevos, codificados por
tales genes, en la especie receptora. El resultado
es la produccién de plantas transgénicas o
plantas transformadas portadoras de un gen
ajeno, lo que constitutivamente supone un cua-
dro mejorado en el potencial de atributos y ren-
dimientos.

Para comprender mejor las interesantes po-
sibilidades que ofrece en la actualidad laingenie-
ria genética, conviene hacer una breve incursion
sobre las condiciones en que actualmente se
encuentra el germoplasma o la informacién
genética de las plantas.

En el Reino Vegetal, la diversidad genética
estd sufriendo una reduccién que suscita aspec-
tos preocupantes. Los cambios experimentados
por numerosos ecosistemas, principalmente como
consecuencia de actividades humanas, han
destruido (y siguen destruyendo) los habitats de
muchas especies. El balance de ese proceso se
traduce en una disminucién de la diversidad que,
para determinados casos, harebasado los limites
de su tolerancia.

La pérdida de una especie o de una variedad
local, elimina de forma irreversible la diversidad
genéticaen ella contenida. Cuando una poblacion
carece de variabilidad, reduce peligrosamente la
base genética sobre la que la seleccién natural
puede actuar. De ello derivard una acusada vul-
nerabilidad frente a inesperados cambios am-
bientales, o frente a la apariciénde nuevas plagas
o enfermedades.

Las plantas cultivadas constituyen un impor-
tante ejemplo de homogeneizacién de genotipos
que, como consecuencia de cultivos cada vez
mads selectivos, han llegado a carecer de resis-
tencia ante situaciones de estrés bidtico (plagas,
enfermedades...), o de tipo abidtico (sequia, au-
mento de la salinidad en los suelos,...). Asi, la
susceptibilidad de las plantas cultivadas a su-
cumbir ante condiciones adversas, resulta cada
vez mayor. Contrasta esta situacién con la re-
sistencia que si poseen los genotipos silvestres.
Sus genes son fuente insustituible y de incalcu-
lable valor, de caracteristicas tales como las de
adaptacion y resistencia a enfermedades. Pero,
lo normal es que su calidad de produccién sea
muy baja.

Es posible entonces, considerar a los genes
como recursos naturales que, debidamente utili-
zados y combinados por los investigadores,
permiten obtener nuevas mejoras y variedades.
El patrimonio de esos logros se ha multiplicado
mediante adecuados programas de mejora
genética, los cuales han modificado los genotipos
de especies cultivadas introduciendo en ellos
genes responsables de caracteres deseados.

Lamejorade los drboles noes distintade lade
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los cultivos agricolas. También se trata de un
proceso para administrar recursos genéticos. A
medida que se avanza en un proyecto de estas
caracteristicas, la cantidad de variabilidad
genética va disminuyendo.

~ Para un amplio rango de especies forestales
de valor econémico, existen en todo €l mundo
programas de mejora de drboles (Cheliak y
Rogers, 1990). Ellos han dado lugar a publica-
ciones en las que se exponen importantes avan-
ces en numerosos aspectos de la productividad
de las forestales, abarcando desde mejoras en el
crecimiento o en la forma, hasta incrementos en
la toleranciaaenfermedades (Wrigth, 1976; Zobel
y Talbert, 1984; Gill, 1987).

Las combinaciones génicas mds favorables
para distintas especies en diversos entornos se
pueden conseguir a través de dos metodologias
principales, que no son necesariamente
excluyentes. Una de ellas comprende la aplica-
cion delos métodos cldsicos o convencionales de
mejora genética. La otrahacereferencia atécnicas
modernas como la ingenieria genética.

El método convencional por excelencia es la
hibridacidn, es decir, cruzar dos individuos
genéticamente distintos. Se trata de un método
antiguo que ha jugado -y lo sigue haciendo- un
papel muy importante en la mejora genética.
Cuenta con la ventaja de sus buenos resultados
en la mayoria de las especies, pues los genes
transferidos se transmiten de manera estable a la
descendencia a través de la semilla.

Sin embargo, la hibridacidn tradicional tiene
inconvenientes. Entre ellos cabe destacar el de
requerir mucho tiempo, ya que implica a varias
generaciones. Es, por lo tanto, un esfuerzo a
largo plazo, tanto mds largo cuanto mayor sea el
tiempo de generacién, que requiere muchos
retrocruces para eliminar los rasgos no deseados.

Asi pues, en los drboles forestales la
hibridacién constituye un método con posibili-
dades limitadas, a causa de las dificultades para
realizar cruces, del gran tamaifio de los drboles y
de sus largos ciclos de generacion.

Laingenieria genética, por su parte, constitu-
ye una metodologia extremadamente promete-
dora en este sentido, pues permite, como ya se ha
dicho, la introduccién de genes de interés en
germoplasmas de €élite sin modificar el genotipo
yaexistente, el cual retendrd todas sus propiedades
originales. En este caso, no son necesarios
retrocruces para restaurar la linea original y el
ciclo de generacién se ve considerablemente
acortado. Dato que resulta de gran importancia
en los programas comerciales, al ser decisivo el
tiempo que debe mediar entre la cadena de pro-
duccién y la presencia de los productos en los
mercados.

No debe olvidarse, sin embargo, que la ne-
cesidad de incorporar nuevos genes a las plantas
no surge s6lo desde una perspectiva comercial.
También es fundamental para la conservacion de
determinados rasgos vegetales amenazados con
desaparecer por motivos tan diversos como la
tala masivade bosques olaexpansion de dafiinos
patdgenos.

Ademds, las técnicas de laingenieria genética
se estan convirtiendo enimportantes herramientas
para el andlisis de la estructura génica y para
conocer con mayor profundidad los procesos
fundamentales que rigen el desarrollo de los
vegetales. En el caso de los drboles forestales,
estas técnicas son especialmente dtiles porque
sus caracteristicas especificas, como los largos
ciclo de vida, dificultan el andlisis de su estruc-
tura genética.

Desde que se regeneraron las primeras plan-
tas transgénicas (Horsch, 1985), el drea de
transferencia de genes vegetales ha logrado inte-
resantes progresos. Es notorio que la ingenieria
genética ya se ha aplicado a numerosas especies.
Sin embargo, y a pesar de sus espectaculares
resultados, la transferencia de genes continta
presentando serios problemas experimentales.
Ademds, no hay que olvidar que muchas mejoras
de las plantas pueden conseguirse por técnicas
convencionales cuyo principal apoyo es la gran
diversidad de germoplasma todavia existente,
sobre todo en lo que respecta a las especies
arbdreas; caracteristica que confiere a estas
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ténicas un amplio campo de accidn.

Por resumir esta breve referencia, digamos
que en la actualidad la ingenierfa genética sumi-
nistra una estrategia valiosa para la mejora de los

vegetales. Si bien no reemplaza a los métodos

cldsicos, si es capaz de proporcionar nuevas
estrategias paraconseguir objetivosinalcanzables
por otros procedimientos.

I1.-BASES TECNICAS DE LA INGENIERIA
GENETICA.

El descubrimiento de enzimas capaces de
cortar y soldar el ADN ha dado lugar al desarro-
llo de poderosos métodos para aislar y analizar
fragmentos de ADN de practicamente cualquier
organismo. Las aplicaciones de estos métodos,
llamados Tecnologia del ADN Recombinante,
alos problemas practicos originaron el nacimiento
delahoy creciente, y aveces conflictiva, industria
de la Ingenieria Genética.

Recordemos brevemente el fundamento basico
de la manipulacién genética de las plantas. Esta
requiere de, al menos, tres etapas:

1.-Identificacion y aislamiento de genes que
controlen procesos importantes en el creci-
miento y productividad de las plantas, y

2.-Transferencia de estos genes de interés
desde un organismo a otro.

3.-Expresion de los genes de interés en las
células hospedadoras.

Dado que el presente trabajo estd enfocado
haciauna sucintarevisién de laingenierfa genética
de los vegetales, con especial hincapié en las
forestales, dejaremos fuera los puntos 1 (identi-
ficacién y aislamiento de genes) y 3 (expresion
de los genes de interés). Ambos comprenden
ténicas bdsicas de la genética molecular. Con
todo, y a pesar de su estrecha interrelacion con la
transferencia de genes, deben ser objeto de otro
tipo de revision.

Veamos entonces, las caracteristicas mds des-
tacadas de la transferencia de genes, sefialando
que actualmente los métodos empleados se
pueden dividir en dos amplias categorias:
transferencia indirecta de genes, que requiere
el uso de vectores; y la transferencia directa.

TRANSFERENCIA INDIRECTA DE GENES.

Acabamosde apuntar que este tipo de transfe-
rencianecesitade vectores. Eningenieria genética
se llama vector a un transportador bioldgico o
molecular capaz de introducir ADN en una cé-
lula receptora.

Son candidatos potenciales a ser utilizados
como vectores en las plantas, aquellos sistemas
biolégicos enlos quelaentradade dcido nucleico
en el vegetal estd asociada con la patogénesis.
Esto sucede con el pldsmido Ti de la bacteria del
sueloAgrobacterium tumefaciens (Chiltonetal.,
1977). Su empleo como sistema vector en nu-
merosas especies vegetales, incluidos los drbo-
les (Ahuja, 1988), constituye probablemente el
mds extendido. Por estarazon resulta interesante
dedicarle mds atencién.

Algunos virus de plantas también pueden
usarse como vectores, pero hasta ahora, su apli-
cacién es bastante limitada, por lo que nos li-
mitamos solo a mencionarlos.

Infecciénde las plantas por Agrobacterium tumefaciens.

A. tumefaciens produce en las plantas una
efermedad llamada agalla de la corona. Estas
agallas son tumores formados como consecuencia
de una proliferacién desorganizada de ciertas
células que a menudo se forman cerca del nivel
del suelo, en la unién del tallo y de la raiz.

Agrobacterium es un agente capaz de trans-
formar geneticamente las células de la planta
porque transfiere informacidn desde la bacteriaa
la célula. Este es el dnico ejemplo conocido de
transporte natural de material genético entre
reinos. Uno de los mejores sistemas con que se
cuenta en la actualidad para la manipulacién
genética de las plantas por métodos moleculares,
consiste en aprovechar esta propiedad de
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Agrobacterium.

Cuando la bacteria del suelo infecta a una
planta susceptible induce el desarrollo de un
tumor tnicamente en el sitio donde se ha pro-
ducido una herida. Recientes experimentos han
demostrado que el reconocimiento entre las cé-
lulas vegetales y la bacteria estd mediado por
compuestos exudados por la planta, aunque
también son importantes determinados genes
bacterianos. Las células bacterianas se unen a las
vegetales dafiadas y causan posteriormente una
proliferacién celular localizada que conduce al
desarrolio de un tumor vegetal.

Los tumores inducidos se pueden extraer de la
planta y cultivar in vitro, donde contindan cre-
ciendo indefinidamente. Las células de estos
tumores se hanoriginado por una transformacién
neopldstica, esto es, la conversion de células
normales en células tumorales. La transformacion
neopldstica en este contexto es el resultado de
una transformacién genética debida a
Agrobacterium.

El estudio de los tumores de plantas produci-
dos por Agrobacterium ha revelado que sinteti-
zan una gama de derivados de aminodcidos poco
frecuentes: los llamados opinas. La sintesis de
opinas es una caracteristica unica de las células
tumorales, ya que los tejidos de las plantas nor-
malmente no producen estos compuestos. En
principio, se reconocieron dos grupos de opinas:
la familia de las octapinas, y la familia de las
nopalinas. Recientemente se han identificado
algunas mds, como por ejemplo, agropina y
succinamopina.

Agrobacterium es capaz de degradar o
catabolizar las opinas sintetizadas por las células
vegetales para obtener energia. Ciertas cepas
inducen tumores que producen una opina espe-
cifica catabolizada tinicamente por la bacteria
inductora o una cepa relacionada. La generacidn
de tumores que producen opinas especificas,
catalizables unicamente por la cepa inductora
del tumor, es una caracteristica central de las
relaciones patogénicas entre la bacteria y la plan-
ta. Confiere una ventaja ecoldgica especifica a

una cepa concreta, puesto que la bacteria, al ser
capaz de realizar una manipulacién genética
natural, crea su propio nicho ecoldgico a ex-
pensas de la planta que parasita.

Plasmidos inductores de tumores
(Plasmidos Ti). El andlisis del ADN bacteriano
(Zaenen et al., 1974) ha demostrado que muchas
cepas de Agrobacterium poseen uno o mads
pldsmidos extracromosémicos gigantes, con al-
rededor de 200.000 pares de bases. Los resulta-
dos de una serie de experiencias han llevado a la
conclusionde quela transformacién de las células
de la plantas es causada por un pldsmido
bacteriano, conocido como plasmido Ti, inductor
de tumor.

Elestudiode este pldsmido con las técnicas de
la genética molecular (Barker et al., 1983) ha
llevado al descubrimiento de un segmento,
aproximadamente la décima parte del pldsmido,
que se integra en el ADN nuclear de las células
de las plantas y las transforma. Este fragmento de
ADN se conoce como ADN de transformacién o
ADN-T yeslatnicafracciénde material genético
bacteriano que es transferida a la célula vegetal.
Esta transferencia depende de genes presentesen
el pldsmido y en el cromosoma de la bacteria.

Lastécnicasde la genética molecular también
han permitido la realizacién de mapas con el fin
de identificar las diversas regiones de que consta
el ADN del pldsmido Ti. Se han localizado las
regiones responsables de la sintesis y del
catabolismo de las opinas, denominadas region
OPS y region OPC, respectivamente. Igual-
mente, se ha localizado la llamada regién de
virulencia, oregion VIR, que contiene los genes
vir y controla la transferencia del ADN-T a la
célula vegetal. Finalmente, se conoce otraregion
denominada oncdgena o region ONC, querige
la proliferacién tumoral al poseer la informacién
para la sintesis de auxinas (4cido indol acético) y
citoquininas (rib6sido de zeatina), siendo capa-
ces de estimular el crecimiento y la divisién
celular.

Estas regiones pueden localizarse formando
parte del ADN-T, o bien fuera del mismo. Las
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contenidas en el ADN-T son las regiones ONC'y
OPS, que se expresan en lacélula vegetal despu€s
de la transferencia de este segmento. Las situa-
das fuera del ADN-T, son las regiones VIR y
OPC, las cuales se expresan solo en la bacteria y
no son propiamente patdgenas.

La regién ONC es la que tiene una funcién
realmente patégena, mientras que las opinas no
lo son, ya que el tumor se desarrolla aunque se
inactive por mutacién laregion OPS. En ausencia
de la regiéon ONC, la sintesis de opinas es per-
fectamente compatible con el desarrollo normal
de las células.

El ADN-T, ademds de contener las regiones
ONC y OPS, estd delimitado en ambos extremos
por unos bordes, constituidos cada uno por la
misma secuencia de 25 nucledtidos. Es decir, el
fragmento de ADN del pldsmido bacteriano que
es transferido y se integra en el genoma de la
planta, es el comprendido entre los bordes.

Transferencia de genes mediante Agrobacterium.

Una vez conocidas las propiedades del ADN-
T, los cientificos empezaron arealizarimportantes
esfuerzos de investigacion con el fin de aprove-
char esta transferencia natural de material
genético para introducir nuevos genes en los
vegetales. La idea era servirse del pldsmido Ti
como vector de genes (Barton y Chilton, 1983).

Fue la tecnologia del ADN recombinante la
que finalmente permitid colocar un gen extraio
entre los bordes del ADN-T sin modificar las
propiedades de transferencia e integracion. La
obtencién de resultados exitosos no ha sido ficil,
pero el esfuerzo de numerosos investigadores
permitié la manipulacién del material genético
de manera que éste pueda ser transportado e
integrado. Ademds de superar las dificultades
inherentes al transporte, también se ha logrado
otro objetivo fundamental: laexpresién de genes
extrafios por las células vegetales. En algunas
especies, las experiencias de este tipo han dado
muy buenos resultados, lograndose la transfe-
rencia y expresion de genes ajenos a las células
receptoras. Esto ha permitido demostrar que el
pldsmido Ti es un vector natural de transferencia

génica en las plantas.

No obstante, en los experimentos iniciales, la
expresion de genes fordneos estaba limitada a
tejidos tumorales. Como el objetivo era la rege-
neracién de plantas enteras a partir de este tejido
transformado, los investigadores se encontraron
ante un serio obstdculo: las células tumorales se
mantienen en un estado no diferenciado. Estado
inducido por la sintesis de hormonas enddgenas
que, hemos comentado, estd controlada por los
genes de la regién ONC presentes en el ADN-T
integrado.

Posteriormente se descubrié que el ADN-T
podia ser «desarmado» por deleccion de los
genes oncogénicos, sin que esto interfiriera con
su capacidad de integracion en los cromosomas.
Un gen que recibié este tipo de manipulacién,
construido con Agrobacterium a principios de
los ochenta (Horsch, 1984), conferia a la planta
resitencia a la kanamicina, antibidtico que inhibe
el crecimiento normal de ésta. Laingenierfadela
resistencia a la kanamicina representd un au-
téntico progreso para la ingenierfa genética de
los vegetales.

TRANSFERENCIA DIRECTA DE GENES.

Latransferenciadirectasurgié enlos afios que
siguieron al trascendente descubrimiento de que
era posible el usode Agrobacterium tumefaciens
para transportar genes al interior de las células
vegetales. En un principio se pensd que esta
bacteria seria capaz de introducir genes en todas
las especies de plantas y que constituiria la base
para un método general de transferencia génica.
Posteriormente se obtuvieron resultados des-
alentadores al comprobarse que Agrobacterium
no se puede usar paratodas las especies vegetales
(por ejemplo, es muy dificil que funcione en
cereales). En consecuencia, se empezaron a de-
sarrollar métodos alternativos que permitiesen la
transferencia directa de genes.

Estos métodos de transferencia directa se fun-
damentan en que, al igual que en las células
animales o en las bacterias, en las células vege-
tales no es realmente necesario un vector para
introducir y facilitar la integracién de ADN ex-
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trafio.

La mayoria de las transferencias directas de
genes a células vegetales se han realizado con
protoplastos, es decir, células desprovistas de su
pared, ya que que esta tltima constituye una
barrera de entrada ante el ADN, mientras que la
membrana plasmadtica ofrece una resistencia
menor.

Los resultados obtenidos fueron buenos en lo
que respecta al transporte, integracion y expre-
sion del ADN extrafio. Sin embargo, €l objetivo
de la manipulacién genética vegetal consiste en
transferir genes a células completas, ya que re-
sulta muy dificil la regeneracién de plantas a
partir de protoplastos.

Principalmente por esta razén, las investiga-
ciones se han dirigido a conseguir metodologias
que permitan la insersion de ADN extrafio en un
amplio rango de tejidos con células intactas, es
decir, sin que hayan perdido sus paredes.

A continuacién se presentan, a modo de un
breve resumen, los métodos actuales mds desta-
cados de transferencia directa de genes, y los
intentos para evitar la etapa de protoplastos.

Electroporacién.

En los sistemas de protoplastos, la
electroporacion es una de las técnicas estandar
de transformacidn eficiente y rutinaria.

El término electroporacién hace referencia a
un aumento de la permeabilidad en la membrana
como consecuenciade laaplicaciénde uncampo
eléctrico (Fromm et al., 1986). El mecanismo de
induccién de la permeabilidad no se comprende
todavia completamente. Se aceptael conceptode
poros inducidos eléctricamente (electro-poros),
pero la existencia de éstos no se ha demostrado
aun directamente. Lo que si se ha comprobado es
que la membrana plasmdtica sometida a breves
pulsosde alto voltaje permite el paso de moléculas
de ADN al interior celular.

En lo que respecta a células vegetales com-
pletas, se ha comprobado que, bajo la accién de

un campo eléctrico, la membrana plasmadtica
puede hacerse permeable, de manera reversible,
a moléculas cargadas que, de otro modo, serfan
incapaces de entrar en la célula. Asi, Lindsey y
Jones (1990) han demostrado que la pared celu-
lar de las células vegetales no impide la
permeabilizacién reversible de la membrana,
pero si representa una barrera significativa para
el movimiento libre de moléculas de al menos
4,9 kb de tamafio. Es posible incrementar la
accesibilidad del ADN alamembranaplasmdtica
modificando la estructura de la pared mediante
un tratamiento con pectinasas. La eliminacién de
la pectina de la pared aumenta la cantidad de
ADN que puede introducirse mediante
electroporacién, ya que se ha observado que las
células parcialmente digerdidas son capaces de
tomar mds ADN exdégeno que las células com-
pletas.

Una ventaja en la produccién de lineas celu-
lares establemente transformadas mediante
electroporacidonde células vegetales parcialmente
digeridas, es la del uso de pequefios agregados
celulares morfogénicos, como por ejemplo es-
tructuras proembrionarias. De esta manera, la
electroporacién de células con parte de su pared,
se presenta como una alternativa posible al uso
de protoplastos.

Liposomas.

Esencialmente consisten en pequeiias vesicu-
las lipidicas capaces de contener gran variedad
de moléculas, incluyendo macromoléculascomo
enzimas y dcidos nucleicos, a las que transportan
al interior de las células, ya sea por fusién con la
membrana plasmdtica o mediante endocitosis.

Esta técnica ha tenido una aplicacién escasa,
sobre todo en lo que respecta a las especies
forestales, y por ello no nos detendremos mds en
ella (Revisado por Caboche, 1990).

Polietilenglucolf

Otro método que permite estimular la entrada
de genes extraiios en células sin pared, consiste
en el uso de agentes quimicos como por ejemplo
el polietilenglucol (PEG). Se trata de un denso
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polimero capaz de atravesar la membrana
plasmdtica transportando consigo el ADN
(Kruger-Lebus y Potrykus, 1987).

Ademds de estos métodos, se estdn realizando
investigaciones sobre otras alternativas posibles
ya que actualmente la mayor parte de los cien-
tificos creen que las moléculas de ADN podrian
atravesar paredes celulares intactas.

Noobstante, resultaevidente que laestructura
bioquimica de la pared celular la convierte en
una barrera fisica que dificulta en gran medidael
paso de moléculas de ADN del tamafio de un gen
funcional. Con el fin de superar este inevitable
obstdculo, se han desarrollado técnicas como la
microinyeccioén, ¢l microlaser, el ultrasonido,
y, sobretodo, el bombardeo con
microproyectiles.

Microinyeccion.

Consiste en el uso de inyecciones capilares,
instrumentos microscépicos y disoluciones de
genes, que permiten el transporte de  ADN al
interior de las células, e incluso al interior de los
nicleos celulares (Miki et al., 1987). Ello es
posible por ser un método bajo control visual.
Potencialmente, podria funcionar con todas las
variedades de especies vegetales. Sin embargo,
presenta desventajas. La mds destacada se debe
a que la transformacién de las células, una a una,
es lenta y onerosa. Se trata de una tecnologia de
poca aplicacién actual.

Microlaser.

Implica el uso de un rayo microldser que abra
pequefios orificios en la pared y membranas
celulares. En un principio, se pensé que la
incubacion de células asi perforadas con una
solucién de ADN, serviria para la transferencia
de genes sin necesidad de vector, al interior de
células vegetales completas (Weber etal., 1990).
Sin embargo, hasta ahora no se han obtenido
datos concluyentes sobre la penetraciondel ADN
por esta via.

Ultrasonido.

Para algunos autores (Joersbo y Brunsted,

1990), el ultrasonido podria usarse para facilitar
la entrada de dcidos nucleicos en protoplastos,
células completas, e incluso fragmentos intactos
de tejidos vegetales. Al parecer, €l ultrasonido
provoca pequefias y localizadas rupturas
reversibles de la pared y de lamembrana celulares,
y también cambios en la permeabilidad de esta
dlitma, lo que favoreceria el paso de
macromoléculas como el el ADN.

Bombardeo con microproyectiles.

Estatecnologia, también llamada biolistica, ha
impactado de una manera significativa en la
ingenieria genética de todos los vegetales
(angiospermas, dicotiledéneas y
monocotilédoneas, y gimnospermas) (Klein et
al., 1987; Sandford, 1988).

Labiolisticaimplicael usode microparticulas
pesadas envueltas en ADN y aceleradas por
fuerzas que las transportan al interior de los
tejidos.

Laidea bdsica consiste en bombardear c€lulas
vegetales con material genético, provocando
pequefias rupturas en la pared y membranas
celulares. Se emplean particulas metdlicas, de
hasta un par de micrémetros de didmetro (0,4-
2um), bafiadascon ADN. Estas, suficientemente
aceleradas, atraviesan las paredes de las células
intactas donde introducen el ADN. Por su propia
exigiiidad, los agujeros abiertos en las paredes y
membranas celulares se cierran rdpidamente ellos
mismos; las perforaciones son, pues, transitorias
y no comprometen irreversiblemente la integri-
dad celular. Aunque las particulas permanecen
en el citoplasma, son tan pequefias que no entor-
pecen ninguna funcién celular.

En 1987 se construyé un aparato que emplea-
ba particulas de tungsteno para bombardear las
células (Sanford et al., 1987). El cafnidn de par-
ticulas de ADN, que asi se llama, utilizaba pro-
yectiles del calibre 0,22um; posteriormente se
ha desarrollado un candn similar, que usa parti-
culas de oro propulsadas por la vaporizacion de
una pequea gota de agua. Los dos procedimien-
tos han proporcionado importantes resultados.
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Esta técnica presenta las ventajas de ser facil-
mente manipulable. De un disparo se pueden
transferir genes a muchas células; éstas sobre-
viven a la intrusién de al menos una
microparticula. Las células blanco pueden ser
muy diversas, granos de polen, cultivos celula-
res, c€lulas de tejidos diferenciados o meristemos,
pudiendo estar ubicadas en la superficie o en
capas de tejidos mds profundas.

La biolistica permite, por tanto, el transporte
de genes dentro de muchas células situadas en
casi cualquier localizacién de una planta, sin
demasiado esfuerzo manual.

No obstante, esta técnica es aln ineficaz en la
produccion de plantas con ADN extrafio
establemente integrado. Probablemente, esta
ineficacia se debe a que la particula alcanza al
azar las células con capacidad de regeneracion y,
una vez logrado el blanco, el ADN tendrd que
integrarse en el genoma de estas células.

Por otra parte, cuando se bombardean células
totipotentes el proceso biolistico a menudo da
lugar a plantas quiméricas, por lo que serd ne-
cesario escogerlas y estabilizarlas. Esto re-
presenta un inconveniente importante.

IIL.-APLICACIONES MAS DESTACADAS
DE LA INGENIERIA GENETICA VEGE-
TAL. EL CASO DE LAS FORESTALES.

POSIBILIDADES ACTUALES.

En la introduccién de este trabajo se habia
sefialado que la ingenieria genética es capaz de
proporcionar métodos que permiten lograr ob-
jetivos inalcanzables por la metodologia cldsica.
Los resultados mds sobresalientes han corres-
pondido a las especies herbéceas, pero también
se ha demostrado que los métodos de la ingenie-
ria genética son extensibles a las especies fo-
restales. Hasta ahora, los mayores éxitos se han
alcanzado con la manipulacién de rasgos como
resistenciaaherbicidas, insectos y aenfermedades
de las plantas.

Resistencia a herbicidas. La posibilidad de
modificar laresistencia a herbicidas ha sido uno
de los primeros objetivos desde los comienzos de
la ingenierfa genética

El desarrollo de plantas resistentes a herbici-
das proporciona un control de malas hierbas mds
efectivo, menos costoso y mds atractivo desde el
puntode vista ambiental. La estrategia comercial
consiste en convencer al mercado para que cambie
de herbicida, no en aumentar su uso total como
erroneamente puede creerse. Asi, muchos her-
bicidas podrén ser sustituidos por productos m4s
efectivos y mds aceptables para el entorno. Con
el fin de lograr la resistencia a estos compuestos
quimicos, la técnica mds prometedora consiste
en incorporar a la planta un gen que destoxifique
el herbicida. Ya ha sido posible aislar diversos
genes que transferidos a las plantas les confieren
lamencionadaresistencia (De Greefet al., 1989)

Entre las plantas transgénicas resistentes
destacan la soja, €l algodén, el maiz y la remola-
cha. Se han realizado incluso evaluaciones de
campo a gran escala de plantas transgénicas de
soja, capaces de expresar genes de resistencia a
herbicidas (Christou, 1991).

En lo que respecta a los drboles forestales,
actualmente existe ya un amplio rango de genes
que podrén ser transferidos a aquellos drboles
para los que se disponga de técnicas de transfor-
macién (Schuch, 1991). Experiencias de este
tipo se han realizado con especies del género
Populus, habiéndose evaluado bajo condiciones
de campo dlamos transgénicos portadores de
genes de resistencia a herbicidas (Botterman y
Leemans, 1989).

Resistencia a_insectos. La produccién de
plantas resistentes a insectos es otra aplicacion
de la ingenierfa genética con importantes
implicaciones.

Los adelantos en este tipo de resistencia se
han logrado mediante la manipulacién de genes,
aislados de Bacillus thuringiensis,queregulan la
sintesis de una protefna téxica para los insectos.

Las plantas transgénicas que expresan genes
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insecticidas representan una importante herra-
mienta en las estrategias integradas contra pla-
gas. Entre los vegetales transformados de mayor
interés, se encuentran: el tomate, el tabaco, el
algodon, la patata, la avena y el maiz.

Cabe destacar un trabajo, recientemente pu-
blicado (Koziel et al., 1993), de evaluacion en el
campo de plantas transformadas de maiz, capa-
ces de expresar genes de resistencia a Ostrinia
nubilabis, insecto que constituye la mayor plaga
del maiz en Norteamérica y Europa.

En los drboles forestales se estdn consiguien-
do también, aunque de manera mds lenta, pro-
gresos en la obtencién de plantas transgénicas
resistentes a insectos. Mc Cown y sus colabora-
dores, consiguieron en 1991 plantas de dlamo
portadoras de un gen que, al menos en las con-
diciones de laboratorio, se mostro efectivo para
conferir resistencia a dos tipos de lepidépteros.

Este trabajo tiene un notable interés porque
las plantaciones de 4lamos, que se estan usando
intensamente para pulpa de papel, suelen verse
afectadas por plagas deinsectos que las desfolian
(Ranney et al., 1987). La incorporacién de un
gen resistencia en el germoplasma de Populus
puede tener un importante valor econémico para
usar en los dlamos, donde los lepitdopteros son
plagas potenciales o amenazas actuales.

Por su parte, Ellis y colaboradores (1993), han
conseguido regenerar plantas transgénicas de
Picea glaucaresistentes a larvas de insectos que
amenzan las poblaciones de estas coniferas.
Aunque la expresion génica no se detectd en las
plantitas transformadas a nivel lo suficientemente
elevado como matar las larvas, se sigue investi-
gando en esta linea.

Resistencia a enfermedades. Este dreaesde
especial interés, ya que existen muy pocos pro-
ductos quimicos para un eficiente control de las
enfermedades viricas. Para las plantas herbdceas
se han producido notables resultados; por
ejemplo, plantas de patata transgénicasresistentes
al virus X (VPX), se han evaluado en el campo
(Jongedijk et al., 1992). Las positivas respuestas
observadas indican que estas técnicas pueden

tener aplicacién comercial.

También se ha logrado recientemente (da
Camara Machado, 1992) mejorar, mediante
transferencia de genes, la resistencia a enfer-
medades viricas de drboles frutales del género
Prunus.

En los drboles forestales, la resistencia a en-
fermedades viricas no ha constituido el objetivo
de trabajos destacados.

TECNICAS DE TRANSFORMACION ACTUAL-
MENTE MAS USADAS.

Es interesante sefialar en este punto, que los
genes insertados en las especies vegetales se han
transferido mediante diversos métodos. Sin
embargo, dos de ellos destacan por encima de
todos los demds, al menos por ahora. Son los del
uso del sistema vector de Agrobacterium
tumefaciens, y la del bombardeo con
micropoyectiles o biolistica. Un tercer método,
la electroporacidn, también ha permitido resul-
tados positivos, pero en nimero menor que los
anteriores.

A continuacién examinaremos algunos re-
sultados conseguidos con ellos.

Transformacion mediante Agrobacterium.
La mayoria de los éxitos en la transferencia de
genes se han logrado con el empleo de esta
bacteria como vector. Entre sus principales
ventajas se encuentra el que los genes transpor-
tados se integran de manera estable en el genoma
de la célula hospedadora y se transmiten a la
descendencia como genes mendelianos domi-
nantes.

Teniendo en cuenta su eficiencia, este sistema
es el mejor método aelegir, siempre que la planta
a transformar se encuentre dentro de aquellas
susceptibles a infeccién por la bacteria.

La lista de plantas producidas mediante el
empleo de Agrobacterium tumefaciens esta en
constante aumento, a pesar de que el proceso de
transferencia de ADN requiere una interaccion
coordinada entre la bacteria y la planta
hospedadora. Se ha observado que estd, en gran
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medida, relacionada con la respuesta del vegetal
ante una herida. Cuando las dicotiledéneas, y
numerosas gimnospermas, son mecdnica o
enzimaticamente heridas, las células adyacentes
al sitio lesionado se desdiferencian y forman un
callo. Este tipo de respuesta permite el desarrollo
de grandes poblaciones celulares sensibles a la
transformacién. Caracteristica que ha permitido
la transformacién de numerosas especies vege-
tales cuyaenumeracién seria, hoy endfa, bastante
larga.

Por ello, sélo cabe sefialar que las plantas
transgénicas conseguidas mediante
Agrobacterium son muy diversas. Entre ellas se
encuentran especies de las Solandceas, que
fueron las primeras transformadas (Horsch,
1984); obien, lasde mdsreciente transformacion,
como algunasespeciesde lafamilia Cucurbitacea
(Sarmento, 1992), o Beta vulgaris (D’Halluin et
al., 1992), o en drboles como Juglans (Mc
Granahanetal., 1988), Malus (Jamesetal., 1989),
0 Prunus (da Camara Machado, 1992).

Algunas angiospermas forestales se han
transformado con éxito, especialmente en el gé-
nero Populus, usando diversas cepas de
Agrobacterium como sistemas vectores (Parson,
1987; Fillatti et al., 1987). En este género se ha
transferido y expresado un gen que aumenta la
tolerancia al gliofosato (gliofosatoes el principal
ingrediente activo de un herbicida comercial)
(Fillatti et al., 1988). Como hemos mencionado,
ya se han realizado experiencias sobre el com-
portamiento en el campo de dlamos transgénicos
resistentes a herbicidas.

Ademds de los excelentes resultados obteni-
dos con el género Populus, se han desarollado
métodos de transformacidn para otras forestales
dicotileddneas. Asi, por ejemplo, se ha logrado
transformar in vitro explantos de tallo de espe-
ciesde Salixmediante Agrobacterium (Vahalaet
al., 1989). En especies como las de Salix, que
presentan una respuesta organogénica muy po-
bre encultivo, existe la potencialidad de trasnferir
un gen portador de informacion para la sintesis
de un enzima implicada en el metabolismo de las
citoquininas. De estamanera se pretende aumen-

tar el nivel endégeno de citoquinina e inducir la
diferenciacién de brotes.

Asimismo, se ha conseguido la transforma-
cién genética mediante dos cepas distintas de
Agrobacterium de clones propagados in vitro, de
los géneros Alnus y Betula (Mackay etal., 1988).

La aplicacién de las técnicas de la ingenierfa
genética a las coniferas ha estado limitada, en
gran medida, por falta de métodos de transfor-
macién. Aunque €l potencial de Agrobacterium
como sistema vector de geneses considerable, en
un principio, el rango de sus hospedadores se
crey6 limitado a angiospermas dicotiledéneas.

En estas ultimas especies, tanto herbdceas
como lefiosas, la eficiencia de una transforma-
cién suele establecerse midiendo la frecuencia
de formacién de agalla producida por una cepa
especifica en una poblacién vegetal. Es decir, en
especies, cultivos o variedades que son trans-
formadas. No obstante, debe tenerse en cuenta
que, en algunas especies, Agrobacterium puede
transferir el ADN-T a las células vegetales sin
formacién aparente de tumor (Nester, 1988). Por
tanto, ese no debe ser el inicocriterio a considerar
durante la transformacion. '

Las plantas hospedadoras de Agrobacterium
se extendieron a géneros de coniferas de im-
portancia econdémica en 1986. Sederoff y sus
colaboradores, publicaron la inoculacién con
éxito en Pinus taeda y en Pinus lambertiana.

En Larix decidua (Diner y Karnosky, 1988),
el uso de esta bacteria del suelo también ha
permitido la obtencién de callos establemente
transformados.

Las gimnospermas susceptibles a infeccion
por Agrobacterium se han estudiado observando
la formacion de agalla en respuesta a la
inoculacién con cepas definidas. Asi, en 1990,
Stomp y colaboradores estudiaron cinco cepas
de A. tumefaciens en nueve especies de pino
economicamente importantes, y también en
Pseudotsuga menziesii y Libocedrus decurrens.
El éxito en la inoculacion, transformacién e
induccion de todas las especies de pino, haexten-
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dido el rango de hospedadores dentro de este
género, loque podria sugerirque todaslas especies
son susceptibles.

Sin embargo, se ha observado que muchas de
las agallas no continuan creciendo, sino que se
secan y son expulsadas a medida que los drboles
se desarrollan. La baja frecuencia de crecimiento
continuode laagallay de establecimiento crénico
de ésta, ha llevado a suponer que las coniferas
podrian tener mecanismos reguladores de las
fitohormonas diferentes de las plantas
dicotiledéneas infectables. La inhibicion del
establecimiento crénico de la agalla ha sugerido
que los pinos son capaces de superarlainfeccion,
ya sea a través de mecanismos de defensa de la
propia planta, o bien por regulacién del
desequilibrio hormonal producido en el tejido
transformado (Stomp et al., 1990).

En otras especies de coniferas como Picea
glauca, P. engelmanni y P. sitchensis, también
se ha observadoque laformaciénde agallas varia
conlascepasde Agrobacteriumempleadas (Ellis
etal., 1989), siendoigualmente de importanciala
edad de los tejidos hospedadores (cuanto mas
jévenes mds susceptibles).

Laidentificacion de cepas de Agrobacterium
que transformen coniferas eficientemente, ha
representado un importante avance para la apli-
cacién de laingenierfa genética a estas especies.
No obstante, debe quedar claro que existe una
compleja especifidad hospedador/patégeno en-
tre las cepas infectantes y las especies de
gimnospermas.

Los resultados observados en relacion a la
transferencia de ADN a forestales usando el
sistema vectorde Agrobacterium,indicanquelos
principicios generales de angiospermas son véli-
dos para gimnospermas, pero los detalles preci-
sos pueden ser distintos. La especificidad
hospedador/patégeno es un factor decisivo para
cualquier conifera y, aunque la mayorfa de las
especies pueden ser infectadas, es manifiesto
que la sensibilidad varfa (Stomp et al., 1990).

nme
mlg gp nggt gg Comoya se hddlChO alexpo—

ner las principales técnicas de las que hoy se
dispone para la trasnferencia directa de genes, y
acabamos de ver, no todas las plantas son igual-
mente susceptibles a la infeccién por la bacteria
del suelo. Por tanto, el uso del sistema vector de
Agrobacterium se encuentra limitado por las
complejas relaciones hospedador/patégeno, su-
cediendo que en algunas especies no se produce
infeccidn.

Es el caso de las monocotilédoneas, que son
consideradas plantasrecalcitrantes a la transfor-
macién mediante Agrobacterium. Paralela-
mente, se ha comprobado que estas plantas pre-
sentan escasa respuesta ante una herida. Esta
ultima no conduce a la formacion de un callo,
sino a la muerte o necrosis de las células adya-
centes, fendmeno que convierte a la planta en
muy poco susceptible ala infeccién por la bacte-
ria.

Sin embargo, entre las monocotiledéneas se
encuentran importantes plantas deinterés econé-
mico. De ahi que los esfuerzos para lograr su
transformacién hayan dado un gran impulso ala
investigacion en técnicas alternativas al uso de
Agrobacterium.

La biolistica o bombardec con
microproyectiles, como técnica fisica para la
transferencia directa de genes, se encuentra entre
las que mds desarrollo han alcanzado reciente-
mente. Esta técnica ha generado muy buenos
resultados en monocotiledéneas, y también en
dicotileddneas. Incluso se ha mostrado efectiva
en sistemas de células animales y de
microorganismos (revisado porKleinetal., 1992).

Enefecto, el bombardeo con microproyectiles
halogrado tal expansion que ha permitido obtener
plantas transgénicas de numerosas especies. Sin
pretender hacer una lista exhaustiva, se pueden
sefialar algunos ejemplos que demuestran su
gran aplicacion.

Mediante el bombardeo con microproyectiles
se ha logrado la recuperacion de plantas
transgénicas fértiles de maiz (Frommetal., 1990),
arroz (Christou et al., 1991), trigo (Vasil et al,
1991) y avena (Sommers et al., 1992), entre las
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mads destacadas.

En lo que respecta a las dicotiledéneas, aun-
que Agrobacterium ha proporcionado buenos
resultados, la biolistica ha ido adquiriendo gran
importancia. Con esta técnica se han obtenido
plantas transformadas de soja (Mc Cabe et al.,
1988); de algod6n (Mc Cabe y Martinell, 1991);
papaya (Fitch et al., 1990), entre otras.

Dirigiendo la atencién a los resultados del
bombardeo con microproyectiles en las especies
forestales, hay que sefialar que también en estas
especies se han logrado transferir genes y
transformar de manera estable células y tejidos.

Cabe destacar los trabajos realizados con es-
peciesdel género Populus (McCownetal., 1991),
donde el bombardeo con microproyectiles ha
sido aplicado a diferentes tejidos y genotipos,
algunos de los cuales no se habfan logrado
transformar mediante Agrobacterium en inves-
tigaciones pasadas.

Como blanco a transformar, los autores utili-
zaron c€lulas y tejidos muy diferentes, compren-
diendo desde células derivadas de protoplastos
de hojade Populus hasta tejidos complejos como
fragmentos internodales de tallo. La transfor-
macioén fue posible, pero la necesidad de graduar
la intensidad del bombardeo resulté critica, pues
¢ésta debia adaptarse a las caracteristicas de las
células a transformar; asi, para los protoplastos
se requirieron fuerzas de aceleracién menores
que cuando el tejido blanco del bombardeo era,
por ejemplo, fragmentos de tallo.

Los mejores resultados se obtuvieron cuando
los tejidos blanco del bombardeo habfan sido
pretratados paraestimular la formacién de brotes
adventicios. Estos pretratamientos con
citoquininas en presencia de bajos niveles de
auxina, estimulan tanto la divisidn celular como
la diferenciacién (McCown et al., 1988). El
desarrollo meristemdtico puede resultar venta-
Joso, ya que los meristemos han demostrado ser
blancos receptivos de ADN que fué transferido
mediante microproyectiles (McCabeetal., 1988).

Mediante esta tecnologfa, se recuperaron

plantas transgénicas de Populus, que ya men-
cionamos al hablar de las posibilidades actuales
de laingenieria genética. McCown y sus colabo-
radores (1991), recuperaron plantas de Populus
significativamente resistentes a dos especies de
lepidépteros que constituyen verdaderas plagas
paralos drboles. Asidemostraron que el bombar-
deo con microproyectiles puede usarse para in-
troducir genes extrafios de valor econémico en
genotipos especificos de drboles forestales; y
también observaron que estos genes son efecti-
vos, al menos, en las condiciones de laboratorio.

En el caso de las coniferas, hoy estd claro que
la transferencia de ADN a las células de estas
especies, es factible. No obstante, conviene
identificar los obstdculos que impiden una
transformacion estable. La transferencia directa
de genes mediante el bombardeo con
microproyectiles se estd revelando como la mds
efectiva. A pesar de que la infeccién por
Agrobacterium se contabiliza en unas 60 espe-
cies de coniferas, los intentos para usar este
microorganismo en la transformacién genética
han tenido un €xito escaso (Ellis et al., 1993).

Los microproyectiles, como no estdn limita-
dos a importantes restricciones del hospedador,
presentan una probabilidad de éxito de trans-
formaciones mds elevada. Asi, ya se ha conse-
guido la transformacién estable de tejidos
embriogénicosde Picea glauca(Ellisetal., 1991).
También en Picea mariana se han logrado obte-
ner callos embriogénicos transgénicos mediante
el bombardeo con microproyectiles (Duchesne y
Charest, 1991). E, igualmente, se ha obtenido la
transformacion estable en callos embriogénicos
de Picea abies (Robertson et al., 1992).

Estos resultados han sido muy estimulantes
para la transformacién de las coniferas. La
optimizaciénde los protocolos estd contribuyendo
a la recuperacién de embriones somdticos
transformados de manera estable. Por ejemplo,
en la especie Picea glauca se ha publicado re-
cientemente (Ellis et al., 1993), la transforma-
cién y regeneracion de plantas transgénicas, ya
mencionadas, resistentes a insectos. Estas plan-
tas se obtuvieron a partir de callos embriogénicos
procedentes de embriones somdticos transfor-
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mados mediante bombardeo con
microproyectiles. En este trabajo, sus autores
afirman que el éxito de la transformacion depen-
dedelestadiodel desarrollodel embrién somético
en el momento de someterlo al bombardeo.

Actualmente, plantas transgénicas de P.
glauca, originarias de diversas lineas de callos
embriogénicos, seencuentran bajo aclimatizacion
en el invernadero.

En especies del género Pinus también se ha
publicado la transferencia de ADN mediante el
bombardeo con microproyectiles (Stomp et al.,
1991). Los bombardeos se han realizado sobre
tejido meristemdtico, inducido in vitro en
cotiledones. Lamayoria de las células capaces de
expresar el ADN extrafio contenian una sola
particula, y aunque no se determiné el niimero
minimo de particulas necesarias, los autores
suponen que una sola bastarfa para conseguir
expresion génica. En estos trabajos sobre pinos,
es todavia necesaria la optimizacion de los pro-
tocolos de bombardeo, ya que no se consiguieron
recuperar brotes transgénicos.

Mediante bombardeo con microproyectiles
se ha conseguido, asimismo, transformar
cotiledones de Pseudotsugamenziesii (Goldfarb
et al., 1991). Los cotiledones se trataron con
reguladores del crecimiento antes del bombardeo,
al igual que en experiencias similares realizadas
con_Pinus (Stomp et al., 1991) y Populus
(McCown et al., 1991).

Ennumerosasespecies, tanto herbdceas como
lefiosas, se ha comprobado que el
precondicionamiento de los tejidos por exposi-
cién a citoquininas y/o auxinas, consitituye un
factor critico para incrementar el numero de
células que expresan el gen ajeno. Esto puede
deberse a que se provoca un estimulo de la
divisién celular, que favorece la incorporacion
estable del ADN introducido. En el proceso de
transformacion, el ADN no solo tiene que entrar
en la célula, sino también en su nicleo, si bien la
membrana nuclear puede ser una barrera infran-
queable. Sin embargo, este obstdculodesaparece
durante la mitosis, que se convierte entonces en

una etapa del ciclo celular propicia para la inte-
gracién del ADN extrafio en €l genoma de la
célula hospedadora (Meyer et al., 1985).

En diversos sistemas de transformacién se ha
observado esta interesante relacion: a mayor
divisién celular, mas probabilidad de integracién
del ADN extrafio. Los tejidos en divisién pueden
ser embriones somdticos, callos embriogénicos,
meristemos de neoformacion inducidos sobre
explantos iniciales, etc. (Robertson et al., 1992;
Ellisetal., 1993; McCown et al., 1991; Stomp et
al., 1991).

Antes de terminar con este somero repaso de
los tejidos vegetales transformados por
Agrobacterium, o mediante bombardeo con
microproyectiles, resulta interesante citar una
publicacién que contempla el uso conjunto de
ambas técnicas. Segiin sus autores (Bidney etal.,
1992), un bombardeo inicial puede constituir un
método efectivo para provocar heridas en tejidos,
favoreciendo asi la entrada de las bacterias. Esta
metodologia ha dado interesantes resultados en
fragmentos de hoja de tabaco y meristemos de
girasol, provocando un aumento de la frecuencia
de transformacion.

Transformacion mediante electroporacion.
Esta ténica, en los ultimos afos se ha utilizado

con una frecuencia menor que el bombardeo con
microproyectiles. Citaremos por estarazén unos
pocos ejemplos relacionados con las especies
forestales.

En 1988, Séguiny Lalonde, transfirieron genes
ajenos a protoplatos de Alnus incana, mediante
electroporacion. Los autores consideran que esta
técnica presenta notables ventajas, a pesarde que
la capacidad de Agrobacterium para transferir
genes a Alnus ya ha sido demostrada (Mackay et
al., 1988).

En lo que respecta al género Eucalyptus, se
estdn investigando activamente las bases
moleculares de varios caracteres de interés
(Teulieres et al., 1991).

En la especie Eucalyptus gunnii se han trans-
ferido genes extrafios a protoplastos mediante
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electroporacidn y con el transportador quimico
polietilenglucol (PEG). Los protoplastos de
distintas fuentes mostraron una capacidad dife-
rente en la absorcién de ADN ajeno. Asi,los
procedentes de cultivo de células en suspension,
resultaron mds sensibles que aquellos procedentes
de callo (Teuliéres et al., 1991).

Posteriormente, se logré transferir ADN ex-
trafio a protoplastos aislados de E. citriodora,
también mediante electroporacién. Para ello fue
necesario equilibrar el nivel de expresién del gen
extrafio con una viabilidad aceptable de los
protoplastos. La presencia de polietilenglucol
(PEG) durante la electroporacién, favorecié la
entrada del ADN y su expresién (Manders et al.,
1992). De manera semejante, se ha observado
que PEG incrementa los niveles de expresién en
otros protoplastos de especies lefiosas (Séguin y
Lalonde, 1988; Wilson et al., 1989).

En gimnospermas, concretamente en Picea
glauca, se han introducido genes extrafios me-
diante electroporacién de protoplastos obtenidos
a partirde suspensiones celulares embriogénicas
(Bekkaout et al., 1988). Aunque no se consiguiéd
una transformacién estable, este trabajo de-
muestra que es posible inducir la absorcién de
ADN por protoplastos sometidos a
electroporacién.

Sin embargo, las tasas de transformacién ob-
tenidas con estas experiencias, posteriormente
se han visto, en muchos casos, ampliamente
superadas al emplear el método de bombardeo
con microproyectiles para la transferencia direc-
tade genes al germoplasma de especies forestales
(McCown et al., 1991; Ellis et al., 1993).

LA INGENIERIA GENETICA Y EL CULTIVO IN
VITRO DE TEJIDOS.

No resultaria correcto terminar este epigrafe
sobre las aplicaciones de la Ingenierfa Genética
Vegetal, en su especial enfoque a las especies
forestales, sin realizar una mencién a las co-
nexiones con las técnicas del cultivo in vitro.

Elcultivoinvitrode tejidos debe considerarse
como una parte integral de las nuevas técnicas

para la mejora de las plantas. Actiia como un
intermediario a través del cual los avances rea-
lizados por los bidlogos moleculares en el ais-
lamiento, modificacién y transferencia de genes,
se materializan en la obtencién de plantas
transgénicas (vedse el esquema adjunto).

Sin embargo, la regeneracién de plantas com-
pletas a partir de tejidos transformados no es una
tarea fcil. En numerosos sistemas, es relativa-
mente sencillo el transformar tejidos que luego
no son capaces de regeneracion. El uso préctico
de la ingenieria genética en la mejora vegetal
requiere, por tanto, no sélo de una metodologia
que permita aislar y transferir genes desde un
organismo a otro. También, constituye un
prerrequisito la elaboracién de protocolos para
regenerar plantas a partir de protoplastos, callos
y cultivos de células en suspensidn. La carencia
de este tipo de protocolos representa una de las
limitaciones mds acusadas a la hora de obtener
plantas transgénicas.

Asi por ejemplo, el desarrollo de sistemas de
cultivos embriogénicos (callos o cultivos de cé-
lulas en suspensién), ha proporcionado una im-
portante herramienta para la regeneracién
potencial de un gran nimero de plantas proce-
dentes de embriones somaticos. Ahora bien, esta
técnica ha contribuido, asimismo, a aumentar las
posibilidades de recuperar plantas completas
transformadas, ya que los callos embriogénicos
y los cultivosde células en suspension constituyen
un importante sistema para la transferencia de
genes. Explicacién que valora el por qué los
cultivos con capacidad de embriogénesis
somadtica representan una posibilidad muy inte-
resante para generar sistemas de trasnformacién
y de regeneracidn ( Ellis et al., 1989; Cheliak y
Rogers, 1990).

Losrecientes avances conseguidos en plantas
transgénicas de Picea, ilustran esta situacion. Los
éxitos en este género se deben, en gran medida,
a que el sistema de embriogénesis somdtia en P.
glauca, P. abies y P. mariana, es considerado
como modelo para el cultivo de tejidos de coni-
feras por la elevada eficiencia de la maduracién
delosembriones y laregeneracién de plantitasin
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vitro (Robertson et al., 1992).

Con el fin de acoplar transformacion y rege-
neracién, también se han elegido como posibles
receptores de ADN extraiio -ademds de los
mencionados cultivos embriogénicos- a tejidos

“capaces de regenerar plantas completas. Nor-
malmente, estos tejidos suelen ser fragmentos
nodales de tallo, embriones zigdticos o secciones
de éstos como cotiledones, que previamente se
han tratado con reguladores del crecimiento
(McCownetal., 1991; Goldfarbetal., 1991). De
este modo, se pueden aumentar las probabilida-
des de éxito para obtener plantas transgénicas.

Por otra parte, en las especies lefiosas todavia
queda mucho trabajo por hacer en lo que se
refiere a los protocolos de regeneracidn a partir
de material adulto. Para una transferenciaeficiente
de genes a plantas de interés, en muchos casos,
serdn necesarios indculos de drboles maduros
como fuente de tejidos. Estos explantos, hasta
ahora, se han presentado como altamente recal-
citrantes pararegenerar plantitas completas, pro-
vocando, por tanto, una considerable limitacion.

Debemos afiadir, ademads, que tampoco deben
minusvalorarse barreras adicionales, como por
ejemplo, la variacién somaclonal; es decir, la
variacién genéticaasociadaal cultivoinvitro. Esta
variacién, que se manifiesta porque las plantas
de in vitro exhiben uno o varios caracteres
morfolégicos o bioquimicos distintos a los del
material original, se estd revelando como mds
importante de lo ponderado en un principio.

De lo expuesto se desprende que todavia
existe una urgente necesidad de trabajo intenso
en los métodos bdsicos del cultivo de tejidos de
muchas plantas, antes de que se pueda lograr una
verdadera utilizacién préctica de las técnicas de
la biologia molecular, al menos en lo que a las
especies forestales se refiere.

IV.-PERSPECTIVAS Y LIMITACIONES DE
LA INGENIERIA GENETICA.

Una de las mayores dificultades con que se

han enfrentado los ingenieros genéticos vegeta-
les radica en que algunos caracteres que pueden
considerarse de interés como los del vigor, la
capacidad de crecimiento o la biomasa, tienen
una base genética compleja. Dichos caracteres
probablemente estdn controlados y dependen de
muchos genes, es decir, de conjuntos poligénicos,
que ademds estdn interaccionados en decenas ¢
incluso centenares de ellos. Esta caracteristica
los hace muy dificiles de manipular, ya que las
metodologias de transformacién actuales sélo
permiten la transferencia e integracion de uno o
unos pocos genes (generalmente no més de dos).

Los rasgos de interés que ya hemos mencio-
nado de resistencia a herbicidas, insectos y en-
fermedades, estdn controlados por genes inicos,
y por ello representan los mayores €xitos con-
seguidos hasta ahora.

En los drboles forestales, a pesar de todas las
expectativas generadas, son todavia numerosos
los investigadores que mantienen posturas
discrepantes. Entre ellos han surgido genuinas
preocupaciones basadas en las propias caracte-
risticas de estas especies, lo que les confiere un
comportamiento diferente. As{, hoy se acepta
que en todas las plantas, cuandoel ADN extrafio,
una vez aislado y transferido a la célula
hospedadora, se integra en el genoma, lo hace al
azar y, a menudo, en miltiples copias. Puede,
entonces, interrumpir secuencias génicas oafectar
adversamente a la actividad de genes vitales.
Ahora bien, como los drboles forestales tienen
ciclos de generacién muy largos, es posible que
losefectos de los genes extrafios no se manifiesten
inmediatamente, sinodespués de un largo periodo
de «Jatencia». Esto darfa lugar a que algunos de
los cambios genéticos relacionados con la
insersién del ADN extraiio se detecten durante la
fase vegetativa, mientras que otros podrian ob-
servarse después de la fase de madurez, es decir,
de lafloracién. Transcurririan entonces, entre 10
a 50 afios, o incluso mds, desde €l momento en
que se efectuase la manipulacion hasta que se
observasen sus efectos.

Ademds, y quizds lo mds importante, si los
drboles genéticamente manipulados pueden re-
producirse sexualmente y se usan en programas
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de reforestacién, algunos investigadores (p.e.
Cheliak y Rogers, 1990) han expresado su temor
a que la transmisién de ADN extrafio dentro de
una poblacion silvestre podria tener consecuen-
cias inesperadas, e incluso, llegar a ser conside-
rada como polucién genética.

1991).

Ahora bien, es probable que la tecnologia de
la transformacidn se convierta en una parte im-
portante de los programas de mejora de drboles,
por lo que muchos cientificos defienden que los
aspectos mencionados y otros a

BIOTECNOLOGICO BASADO
EN EL CULTIVO IN VITRO.

- GENOTIPOS
DE ELITE

, TEJIDOS,

CELULAS, ETC.

-Transformacién mediante

Agrobacterium. .
axilares
-Bombardeo con

microproyectiles.
-Electroporacion
-Otros

muchas plantas (Adaptado de Haissig, 1989).

Igualmente, en lo que concierne a la resisten-
cia a plagas, siempre ha existido una preocupa-
cion sobre el desarrollo de la inmunidad del
organismo atacante (Raffa, 1989). Esto es espe-
cialmente critico cuando una poblacién
genéticamente estdtica de drboles forestales se
plantaen un ambiente con patégenos en continua
evolucién. Dada la longevidad de los drboles
podria tener lugar la evolucion de los patdgenos,
por ejemplo, surgiendo una poblacién de insec-
tos resistente al gen portado porel drbol (Schuch,

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE UN CICLO

-Ruptura de la
dormancia de yemas

-Induccién de yemas
adventicias.

-Embriogénesis
somadtica.

Este esquema muestra como la incapacidad de regencrar plantas completas

impide la produccién de genotipos de élite genétlicamente manipulados. La

falta de protocolos de regeneracién constituye un acusado problema para

valorar deberdn ser cuidadosa-
mente controlados.

Esto significa que las inves-
tigaciones sobre el genoma de
los drboles forestales y los me-
canismos que regulan su expre-
sion, deberdn estimularse y po-
tenciarse en los distintos labo-

REGENERACION. ratorios de biotecnologia fores-

i CULTIVO__ tal. Sélo un mayor y mds pro-

IN VITRO fundo conocimiento del ADN

de los drboles, permitird su ade-

MANIPULACION cuada manipulacién. La inge-
GENETICA

nierfa genética podr4, entonces,
explotar la variacidn de las es-
pecies forestales y la variacién
de otros organismos. De esta
manera se hard realidad un
enorme potencial para crear
nuevos tipos de drboles porta-
dores de rasgos de interés
(Cheliak y Rogers, 1990).

Para finalizar, también debe
tenerse presente que, aunqgue
los biotecndlogos estdn adqui-
riendo el potencial para aumen-
tar las mejoras en los progra-
mas de diversas maneras, las
. nuevas tecnologias no signifi-
can un reemplazo directo de los programas ya
existentes. Su desarrollo deberd considerarse
como un medio para aumentar la capacidad de
resolver problemas especificos y también para
administrar mejor los recursos genéticos.

Asi, una aplicacién con éxito de la
biotecnologia a la mejora de los drboles estd
condicionada al establecimiento de programas
convencionales eficientes. Sin esto, las nuevas
técnicas tienen poco sentido. Ademds, como en
cualquier programa técnico complejo, su ade-




