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“OBTENCION DE UN SISTEMA DE REGENERACION IN' VITRO DE CEDRO ROJO
(Cedrela odorata L.), MEDIANTE EMBRIOGENESIS SOMATICA”

José Luis Jerénimo Pérez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

Este trabajo consistié en establecer un sistema de regeneracion in vitro en Cedrela
odorata mediante Embriogénesis Somatica (ES), se evaluaron diversos factores: tipo
de explante (hipocétilo y cotiledones), tipo de medio de cultivo (MS y WPM), efecto y
concentracion (0.5 mgL'-3 mgL?') de Regulador de Crecimiento Vegetal RCV
(dicamba y 2,4-D), mediante el disefio de dos barridos hormonales experimentales. Los
resultados del primer experimento, muestran que se logré la formacién de callos en un
100 % con el tratamiento MS adicionado con 0.5 MgL™* de dicamba mismo que ademas
indujo los primeros embriones sométicos en cedro rojo, después de ~26 semanas de
cultivo in vitro. El segundo experimento se tuvo como resultado la induccion de callos
embriogénicos en ambas formulaciones de medios, después de ~17 semanas,
identificando posteriormente los diversos estados de la ES (preglobular, globular,
corazon, torpedo y cotiledonar). Siendo, por lo tanto una las técnicas mas apropiadas
qgue puedan solventar la necesidad de una produccién clonal, hasta propagar especies
forestales elite. Por otro lado, una de las ventajas de contar con este sistema eficiente
de produccién es utilizarla en un futuro para la ingenieria genética en esta especie
forestal tropical de gran interés para industrial forestal internacional. Esto, se ha
utilizado en otras especies forestales de clima templado, como eucalipto y alamo,
donde se han generado variedades con ciertas ventajas agrondémicas, como
resistencia a plagas y enfermedades, tolerancia el estrés, sequia, en la composicién de
lignina, celulosa para produccion de papel. La transformacion genética puede integrar
el gen extrafio mediante dos mecanismos: via indirecta o directamente, ya sea a traves
de Agrobacterium tumefaciens por Biobalistica. Cabe mencionar que con esto se cubri6
un prerrequisito, como es contar con el sistema de regeneracion in vitro (ES) de cedro
rojo.

Palabras clave: Embriogénesis Somatica (ES), cotiledones, hipocaétilos, embrion

cigotico, Cedro rojo
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Obtaining a system in vitro regeneration of red cedar (Cedrela odorata L.),

through somatic embryogenesis

José Luis Jeronimo Pérez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

This work was to establish a system of in vitro regeneration in Cedrela odorata by
Somatic Embryogenesis (ES), several factors were evaluated: type of explant
(hypocotyl and cotyledons), type of culture medium (MS and WPM) effect and
concentration (0.5 mgL-1-3 mgL-1) Plant Growth Regulator RCV (dicamba and 2,4-D),
by means design 2 hormonal swept pilot (a) and (b). The results of the first experiment
show that callus formation was achieved in 100% treatment with the MS supplemented
with 0.5 mgl-1 also induced dicamba same as the first somatic embryos red cedar ~26
weeks after in vitro culture. The second experiment resulted in the induction of
embryogenic callus in both media formulations after ~17 weeks later identifying the
various states of the ES (preglobular, globular, heart, torpedo and cotyledonary). Being
thus one of the most suitable techniques that can address the need for a clonal
production to propagate elite forest species tropical. On the other hand, one of the
advantages of having this efficient production system for future use of genetic
engineering in this tropical forest species of great interest to international forest industry.
This has been used in other temperate forest species such as eucalyptus and poplar
that have created varieties with certain agronomic benefits such as pest and disease
resistance, stress tolerance, drought in the composition of lignin, cellulose production
paper. Genetic transformation may integrate the foreign gene by two mechanisms:
direct or indirect way, either through Agrobacterium tumefaciens by biolistics. It is worth
mentioning that this prerequisite is covered, as is having the in vitro regeneration
system (ES) red cedar.

Key words. Somatic Embryogenesis (SE), cotyledon, hypocotyls, zygotic embryos, Red

Cedar
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INTRODUCCION GENERAL

El Cedro rojo (Cedrela odorata L.) pertenece a la familia meliacea, se considera una
especie forestal maderable preciosa en el continente americano (Cintron 2004). Debido
a las caracteristicas de su madera: como la dureza, color, durabilidad y aroma, esto ha
detonado desde hace mucho tiempo que esta especie tenga una elevada demanda a

nivel mundial (OIMT 2006).

Actualmente, se ha reportado que en las plantaciones comerciales y en poblaciones
naturales de cedro rojo, son atacada por un gusano barrenador de la meliaceas
Hypsiphyla grandella (Zeller). Este ataque de H. grandella se realiza principalmente en
los tres primeros afios de vida del arbol de cedro rojo. El gusano barrenador devora el
meristemo apical, rompiendo esta dominancia y llevando a la ramificacion y/o
bifurcacion del fuste (Navarro 2002). Esto tiene como consecuencia que la esta madera
pierda su valor en el mercado nacional y/o internacional (Macias 2001). Sin embargo,
se ha observado que en las poblaciones naturales se da una cierta tolerancia a este
ataque, debido que existen ejemplares donde tiene un fuste recto de ~10 m de altura,
con edades de 25 a 30 afios, cuya propagacion es dificil por técnicas tradicionales de
silvicultura. Por lo tanto, se proponen alternativas ante este problema, como son uso de
la Biotecnologia, cuya ciencia despliega diferentes técnicas que pudieran solventar la
baja propagacion vegetal de arboles adultos, las especies sensibles al ataque del
barrenador, entre otras. En esta investigacion se plantea el establecimiento de un
sistema de regeneracién in vitro como medio para lograr la multiplicacién clonal de
individuos que se encuentran en poblaciones naturales de cedro rojo (CITES 2001),

con la finalidad de iniciar su conservacion ex situ.
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El uso de las técnicas de propagacion por Cultivo de Tejidos Vegetales CTV, mediante
el desarrollo de la embriogénesis somatica, donde a partir de cualquier célula somatica
(cualquier parte de la planta) se puede regenerar una planta completa, mediante uso de
CTV. Esta técnica proporciona la ventaja de producir grandes cantidades de plantulas
de cedro rojo en poco espacio y tiempo. Ademas de material libre de patdégenos.
Aunque, bajo este sistema incluso, se pudieran reproducir variedades mejoradas
mediante Ingenieria Genética (IG) que implica la insercibn de uno o mas genes
fordneos que le pudieran conferir resistencia, por ejemplo ante el ataque del barrenador
de las meliaceas. Sin embargo, como se ha establecido para llevar a cabo este proceso
es necesario cumplir con ciertos requisitos: generar un constructor, como los genes Cry
de Bacillus thuringiensis y las proteinas Lectinas de Galanthus nivallis (Aglutininin), que
han demostrado poseer caracteristicas insecticida contra las especies de lepidopteros.
Con base a estos genes entomotoxicos, se pudiera disefiar una fusion de ambos
genes, es decir generar un gen quimérico que posteriormente se introduzca al genoma
del arbol, en un proceso de transformacion genética y de esta manera, obtener arboles

de cedro rojo genéticamente modificada (Mayer 2001).
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OBJETIVOS

Objetivo general

1. Establecer un sistema de regeneracion y propagacion clonal eficiente en cedro

rojo, que pueda ser utilizado en futuros eventos de transformacion genética.
Objetivo particular

1. Realizar germinacion in vitro de semillas de cedro rojo para generar plantulas, que
posteriormente seran utilizados como explantes en experimentos de barrido

hormonal.

2. Analizar diversos factores: tipo de explante (hipocétilo y cotiledones), tipo de
medio de cultivo (MS y WPM), efecto y concentracién de RCV: dicamba y 2,4-D
(0.5 mgL'-3 mgL?), mediante el disefio de dos barridos hormonales

experimentales para inducir a embriogénesis somatica.

3. Establecer un sistema de regeneracién a través del cultivo in vitro (cultivo de
callos, cultivo de brotes, embriones somatico y plantulas germinadas) de cedro

rojo para la obtencion de material biolégico necesario para transformar.
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HIPOTESIS

La induccién de embriogénesis somatica en cedro rojo pudiera ser un proceso es
factible, debido a que en otras especies forestales mediante la manipulacion de las
formulaciones de medios de cultivo, coadyuvado con la adicion de diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento, detonarian la competencia de las

células sométicas para iniciar reprogramacion hacia la embriogénesis somética.

REVISION DE LITERATURA

Problematica de cultivo

La familia melidcea es considerada maderas preciosas tropicales mas importantes, uno
de sus miembros es el cedro rojo. El uso de la madera de cedro rojo marca su elevado
interés comercial, debido que se utiliza principalmente en la construccion y fabricacion
de muebles, paneles decorativos, etc., (Hille y Cornelius 2002). Sin embargo, esta
especie ha tenido limitaciones en el momento de la propagacion en vivero y/o
plantaciones comerciales, debido a que es atacado constantemente por una plaga
barrenadora llamada Hypsiphyla grandella Zeller (Lepidéptera: Pyralidae), este insecto
en su estado larval ataca varias partes del arbol como: raiz, follaje, fustes y frutos. Sin
embargo, el mayor dafio es ocasionado en la perforacién del meristemo apical en
arboles jovenes, como consecuencia se producen ramificaciones y cuando los ataques
son continuos, los arboles de cedro rojo pueden morir o resultar en deformaciones
marcadas del fuste que imposibilita el crecimiento para alcanzar la talla comercial,
situacion que desalienta algunos productores forestales quienes optan por la siembra

de otras especies (Macias 2001, Hilje y Cornelius 2002).
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Alternativa de solucidon a la problematica de cultivo

El alto valor comercial de la madera de cedro rojo ha motivado de interés en esta

especie y ha hecho que en los Ultimos afios se establezcan plantaciones comerciales

en nuestro pais, con dos objetivos, para reducir el impacto del aprovechamiento en las

poblaciones naturales y contar con la propagacion de individuos con caracteristicas que

la industria forestal requiere en el mercado. Sin embargo, como se ha mencionado esto

se ha limitado por el ataque del barrenador. Ante este panorama, se planteado

diferentes estrategias utilizadas en campo para el control biolégico de H. grandella, con

el objetivo final del manejo integral de la plagas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Diferentes alternativas contra el ataque de H. grandella.

Métodos de control

Productos

Referencia

Quimicos Insecticidas Wilkins et al. 1976,
Grijpma y Ramalho
1969

Hongos Metharrizhium anisoplae y Beauveria bassiana Duarte et al. 1988

entomopatégenos

Bacterias Bacillus thuringiensis Sanchez y

Velazquez 1998

Insecticidas organicos

Neem (Azadirachta indica), ruda (Ruta chapelensis)

Taveras 1999,
Mancebo et al.
2001.

Practicas silvicolas

Combinacién con otras especies forestales
maderables y no maderables, disminucién de las
densidades de cedro rojo y caoba utilizando sombra,
poda de arboles dafiado e enjertacién de varetas

Cornelius et al.
2004, Pérez et al.
2010

Insectos con actividad

repelente

coleépteros (varias especies de  Scolytidae),
homopteros (varias especies de &fidos) y dipteros
(Musca domestica)

Huber et al. 2001

Atrayentes

Feromona sexual de la hembra de H. grandella.

Hilje et al. 2002
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Las estrategias actuales para el establecimiento de plantaciones comerciales de cedro
rojo, comprenden la seleccion de arboles tolerantes entre una progenie de padres
selectos, que por lo tanto en especies forestales involucra un proceso que lleva mucho
tiempo por los ciclos biolégicos tan largo de estas especies. Cabe mencionar que el
uso del mejoramiento entre arboles resulta ser un proceso poco infructuoso y
demasiado tardado, que en nuestro pais es poco lo que se ha realizado en esta area.
Finalmente, las plantaciones forestales con fines comerciales, deberian estar
orientadas la propagacién de los mejores individuos dentro de una poblacién forestal,
es decir que tengan ventajas estos individuos como una resistencia al ataque de
plagas, enfermedades y mejoras en las caracteristicas del fuste, mayor produccién de
lignina, crecimiento rapido, entre otros (Gleeson et al. 2005, Israelson et al. 2004,
Balocchi y Valenzuela 2004, Baucher et al. 2003, Tang y Tian 2001, Xiao-Hua et al.

2003, Newton et al. 1993).

Cultivos de tejidos vegetales in vitro

El cultivo de tejidos vegetales es una rama de la biotecnologia vegetal consistente en
técnicas para promover la multiplicacion o la regeneracién de plantas u 6érganos de
plantas en condiciones totalmente asépticas, haciendo crecer explantes de tejido
vegetal (como hojas, tallos, embriones cigéticos, anteras, meristemos, etc.) sobre un
medio de cultivo, que es una receta precisa de nutrientes y suplementos en un

recipiente estéril.

El cultivo de tejidos vegetales es gama de herramienta importante para solventar
diversos problemas que presentan las plantas cultivadas bajo el sistema tradicional,

bajo este contexto se usa para mejorar la calidad de las plantas, para la produccion
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masiva de diferentes especies vegetales, contar un producto de elevada calidad
sanidad y almacenar el germoplasma. En la actualidad la CTV es una de las técnicas
mas usadas tanto en la agricultura, como la silvicultura para propagar masivamente
estas especies forestales mediante la multiplicacion asexual, a través de diferentes
metodologias que pueden involucrar la produccion de brotes y/o embriogénesis

somatica (Thorpe et al. 1991).

Embriogénesis soméatica y organogénesis.

Dentro de los cultivos de tejidos vegetales existen dos principales vias para la
obtencion de plantulas que son la embriogénesis somatica y la organogénesis, la
primera se basa en la capacidad que tienen las células (sométicas) de generar
estructuras bipolares o embriones sin la necesidad de una fusion gamética. Por otro
lado, la organogénesis es la formacion de nuevos érganos (novo) a partir de los
explantes cultivados (tallos, hojas, o callos), regenerando érganos de la planta como
flores, hojas, raices y brotes adventicios, estos Ultimos son estructuras similares a una
yema y tienen la capacidad de originar una nueva planta. Se ha observado que la
organogénesis, suele facilitarse en presencia de concentraciones elevadas cuando se
combinan las citocininas/auxinas; la mayor diferencia y la mas significativa es el hecho
de que la embriogénesis somatica conserva el material genético idéntico a la planta
madre o donante, facilitando asi la micropropagaciéon a gran escala de especies

forestales (Simula et al. 2005, ITTO 2010).

Jerénimo-Pérez JL. 7



Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica dentro de las técnicas de cultivo de tejidos, representa un
método eficiente para la regeneracion de plantas en comparacién de otros métodos
como el uso del mejoramiento genético. Debido a la dificultad que existe para regenerar
tejidos por otras vias como la organogénesis o por el alto contenido de compuestos
fendlicos que hay en los explantes de especies recalcitrantes (Manzanilla 2004), se
opta por el uso de la embriogénesis soméatica como una via de propagacion clonal
masiva que ademas, constituye una herramienta de trabajo en la conservacion in vitro
de germoplasma (Griga 2000) y en la obtencién material biol6gico mejorado genético
(Das et al. 2002). Ademas, la embriogénesis somatica permite ser un modelo de
estudio sobre la capacidad de division de las células somaticas, entender las bases

moleculares y celulares de la planta y/o arboles, segun sea el caso (Feher et al. 2003).

La embriogénesis somatica tiene sus antecedentes desde que Steward (1958), realiz
investigaciones en los tejidos de zanahoria, donde demostré que es posible llevar a
cabo el desarrollo de estructuras embriogénicas in vitro, que inicia a partir de células
somaticas que desarrollaron las diferentes etapas parecidas a la embriogénesis
cigbtico, como son: preglobular, globular, estado de corazén, de torpedo y finalmente,
cotiledonar. Esta investigacibn permiti6 que mas adelante se llevaran a cabo el
desarrollo de protocolos con alta produccibn de embriones soméaticos bien
desarrollados, a partir de cualquier tejido somatico vegetal: generalmente embriones
cigotico, semillas germinadas, embriones inmaduros, cotiledones, brotes,
inflorescencias inmaduras, 6vulos, hojas, estigma, estilo, raiz entre otras (Manzanilla

2004), aprovechando su capacidad de la totipotencialidad, es decir que pueden
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desarrollar un organismo similar del que provienen bajo el control de las condiciones de

cultivo in vitro y la aplicacion de reguladores de crecimiento (Figura 1).

Embriogénesis Somatica

g Regeneracion
50 C: [—: [—f r~ de una planta
completa

Callo Globular
Corazén/torpedo

Planta

Embriogénesis Cigotica

Expansion

’_:‘ ’_: rJ. f_t Mad‘l[.l_racic')n

Desecacion

d}

Dormancia

Cigoto

Globular Corazén/torpedo

Cotiledén

Germinacion

y
v Crecimiento

Figura 1. Comparacion de la embriogénesis somatica y embriogénesis cigotica, la morfologia y desarrollo de ambos

embriones y sus diferentes etapas se muestran son muy similares.

Fuente: Modificado de (Zinmerman 1993).

La embriogénesis somatica presenta diferentes etapas, donde se llevan a cabo

procesos de crecimiento, elongacion, division celular, diferenciacién entre otros:

» Induccién de embriones somaéaticos

» Desarrollo de embriones soméaticos

» Proliferacion

» Maduraciéon
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» Germinacion y conversion en plantas (Freire 2003).

Induccion de embriones somaticos

Para lograr la embriogénesis somatica de especies forestales es necesario lograr la
induccion de esta en los explantes, que es una parte de la planta donada (hojas, tallos,
meristemos apicales, embriones cigéticos) o de los callos (aglomerado de células), en
la cual las células forman los embriones somaticos iniciales, en presencia de
fitohormonas adicionadas en el medio de cultivo, principalmente auxinas/citocininas,
aunque también se puede generar una embrionia adventicia a partir de explantes
inmaduros sin el uso de estas (Ferndndez-Guijarro 1997). Diversos experimentos han
demostrado, que los embriones cigéticos como explantes iniciales, parecen dar un
mayor rendimiento en la produccién de embriones somaticos en comparacion con el

uso de otros explantes (Klimaszewska y Cyr 2002).

Desarrollo de la embriogénesis somatica

En esta etapa se llevan a cabo una serie de fases en la cual ocurre que las células se
aislan y pasan por divisiones celulares continuas hasta formar los agregados celulares
de caracteristicas embriogénicas (pre-globulares), esto en presencia generalmente de
auxinas en el medio de cultivo, cuando la hormona es retirada del medio de cultivo, se
presenta la ocurrencia de agregados celulares que ganan la capacidad de continuar

con su desarrollo (Freire 2003).

Proliferacion
En esta fase de la ES, se debera demostrar toda su capacidad de propagaciéon a gran
escala de plantas, ya que presenta una serie de ventajas en su aplicacion frente a otros

sistemas de cultivos de tejidos vegetales debido a la habilidad de transferencia y
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conservacion del germoplasma lo que permite multiplicarse indefinidamente a muchas
especies de plantas. Se debe mencionar que esta prolifera en las células
embriogénicas se ha asociado a la presencia de los reguladores de crecimiento, como
las auxinas. Estos niveles de auxinas, son necesarios para mantener la embriogénesis
repetitiva dependiendo de la especie (Merkle et al. 1991). Esta capacidad de
multiplicacion es aplicable a nivel industrial, permite obtener en un solo proceso
estructuras completas con apice y raiz, que pueden ser almacenadas y encapsuladas

perfectamente en semillas artificiales (Ramage et al. 1982/cit. por Gomez, 1998).

Maduracion

La maduracion es un paso en el desarrollo del embribn somético en el cual se
desarrolla una expansion en la célula, para la acumulacion de sustancias de reserva
(Parrot 1993). Es de relevancia tener en cuenta los suplementos del medio de cultivo
como las auxinas, los carbohidratos, el nitrogeno y el acido abscisico (ABA) para lograr
una buena obtencién de embriones somaticos (Fernando y Gamage 2000), ya que una
correcta acumulacion de reservas conlleva a un incremento en la masa seca de los
embriones somaticos lo cual indica una alta calidad en su posterior germinacién. Los
embriones en estado de torpedo pasaran a cotiledonar para estar totalmente

preparados para germinar en plantulas.

Germinacién y conversion en plantas

Cuando se habla de germinacién en la embriogénesis somatica solo se refiere al
desarrollo de la raiz o del brote. Las reservas proteicas y lipidicas en el embrion
somatico bajan sustancialmente de nivel a partir del primer dia (Cry et al. 1991). La
degradacion tan rapida de las sustancias de reserva en un embridbn somatico, en
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comparacién con un embrién cigotico, es probablemente por la falta del tejido nutritivo
gue rodea a la semilla; es por esto que se le suele adjudicar que las plantas de
embriones sométicos son mas pequefias y débiles que las de semilla. La manipulacién
de los embriones cigoticos in vitro simulando los procesos que ocurren en las plantas
de forma natural, es la mejor via para optimizar la maduracion y conversion en plantas

de los embriones somaticos (Anandarajah y McKersie 1990, Senaratna et al. 1990).

Tipos de embriogénesis soméatica
Si bien se ha estudiado que la embriogénesis soméatica es una técnica del cultivo in
vitro de tejidos vegetales, en este apartado se conocera los tipos de embriogénesis

somaticas que se conocen, segun la via por la que se obtienen:

Embriogénesis somatica directa

Embriogénesis somética indirecta

Embriogénesis soméatica directa

Este es un proceso mediante el cual se obtienen embriones sométicos directamente del
explante, células aisladas o grupo de células sin pasar por la formacion de
aglomerados celulares de rapido crecimiento o callos. Esta formacién directa se debe a
la accion de los componentes del medio del cultivo, principalmente de las fitohormonas,
asi como del origen del explante, ya que las células jovenes como las que se
encuentran en los meristemos apicales funcionan mejor para este propdésito. Por lo que
esta via de obtencién de embriones somaticos, muestra un sinfin de aplicaciones que
van desde el aprovechamiento de la obtencién de plantas clonadas directamente de

especies econdmicamente importante, hasta en algunos casos su posterior venta como
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plantulas jovenes, con caracteristicas elite para la siembra en campo. Otras
aplicaciones seria la mejora genética, como la biobalistica en embriones somaticos de
cedro rojo para conferirle resistencia al gusano barrenador, la seleccion y conservacion
in vitro de germoplasma para futuras investigaciones como la ingenieria genética seria

otro de los estudios para esta via (Sondahl et al. 1991).

Embriogénesis somatica indirecta

Este fendmeno se presenta cuando se obtienen/forman embriones somaticos a partir
de callos celulares los cuales se forman por la accién de los compuestos del medio de
cultivo, principalmente las fitohormonas, las cuales inducen en el explante un
crecimiento celular acelerado o formacion de callos que a su vez por la adicion de otras
fitohormonas son inducidos a la produccién de embriones somaticos (Ammirato 1983).
Este tipo de cultivo de tejidos in vitro tiene desventajas, si la comparamos con la
embriogénesis somatica directa ya que esta suele producirse en menor tiempo. Pero si
hablamos de rendimientos ambas vias son factibles ya que producen un gran namero
de individuos genéticamente similares a la planta madre. Dentro de la embriogénesis
somatica indirecta se ha estudiado que se puede dar a través de dos vias (Sondahl et

al. 1991).

En la actualidad para realizar cualquier técnica de ingenieria genética, se debe contar
un sistema de regeneracion eficiente in vitro, como es el desarrollo del cultivo de

embriones somaticos para después intentar realizar transformacion genética.

Uso de biotecnologia moderna
En los ultimos afios con el auge de la nueva biotecnologia moderna y con las diversas

herramientas de las técnicas moleculares y los sistemas de cultivo in vitro ha surgido la
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Ingenieria Genética (IG) de plantas, como una evolucibn de las técnicas de
mejoramiento convencionales, los objetivos con esta nueva disciplina siguen siendo los

mismos que el fitomejoramiento clasico.

Hoy en dia la IG, permite el acceso y la manipulacion directa de la informacion genética
de cualquier ser vivo, posibilita la creacion de genes sintéticos, ademas incrementa el
rango de caracteres de interés a transferir a las especies vegetales, caracteres que no
solamente estan codificados por genes de origen vegetal, sino genes también de origen

animal o microbiano (Sanchez, 2003).

El proceso de transformacion en plantas permite la posibilidad de introducir genes
fordneos ya sea de la misma planta o de algun otro organismo con la finalidad de
mejorar las caracteristicas de la planta. Las caracteristicas que se obtienen de la
transformacion genética es la alteracion de la forma de los arboles y rendimiento,
tolerancia al estrés biotico y abidtico, resistencia a herbicidas e insectos, mejoramiento
molecular mediante la resistencia a virus, el analisis, manipulacién de aceleracion de la

floracion.

Mediante el proceso de transformacién genética se han obtenido muchas ventajas
sobre la forma de combatir el ataque de insectos plaga, principalmente limita las
fumigaciones periddicas, reduce de costos en aplicaciones de insecticidas que a su vez

resultan contaminantes para el medio ambiente.

La biotecnologia ha demostrado que los sistemas de modificacion genética, se
presenta como una herramienta segura y efectiva en el control de plagas, alternativa a
los insecticidas quimicos, permite que a su vez funcionen como un apoyo a los

programas de reforestacion en plantaciones forestales y en una vision futura no muy
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lejana, podria aliviar la presion de la deforestacion que enfrenta las poblaciones

naturales y evitar la extincion de especies forestales en peligro (Verdeil et al. 1999).

Transformacién genética por la via de Agrobacterium tumefaciens

Basicamente, hay dos sistemas para introducir genes en el genoma de las plantas: la
transferencia directa y la transferencia mediada por bacterias del genero
Agrobacterium. El primero consiste en la introduccion directa de genes empleando
técnicas como la microinyeccion o el bombardeo de particulas de oro con un acelerador
de particulas. El segundo utiliza las propiedades biol6gicas del suelo, la especie
Agrobacterium sp es una bacteria presente en la rizosfera y agente causal de la
enfermedad conocida como “agalla en corona”, causante de tumores o agallas en la
base de los tallo a nivel de la superficie del suelo en los tejidos vegetales, de amplia
distribucién mundial, capaz de afectar a mas de ochenta familias de plantas herbaceas

y forestales principalmente de la familia Rhizobiaceae (Arguedas 2009).

Es uno de los pocos organismos capaces de transformar genéticamente una célula
vegetal, utilizando un sistema para transferencia e integracion de genes heterélogos
altamente evolucionado. En presencia de una herida o dafio producido en la zona del
cuello de una planta susceptible, esta bacteria es atraida por quimiotaxis en respuesta

a sustancias liberadas al medioambiente por las células de la planta dafiada.

Una vez dentro del hospedero la bacteria estimula a producir una gran cantidad de
células, estas ceélulas contindan dividiéndose mucho mas rapido de lo normal vy
aumentan considerablemente su tamafio, por lo tanto, el area afectada se transforma
en un tumor o agalla. La transformacion de las células de la planta después de ser
infectadas por Agrobacterium, se debe a un plasmido de elevado peso molecular (200
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kb) denominados pladsmido-Ti, un fragmento del plasmido-Ti es transferido al genoma
de la planta que mas tarde sera expresado. El fragmento transferido se llama ADN-T,

en las células de la planta y regidon-T, en el plasmido bacteriano (Arguedas 2009).

Para la integracién del ADN-T en el genoma de la planta es indispensable, primero una
secuencia de 25 pares de bases (bp) de repeticion directa que se encuentra a ambos
lados de la region-T. El segundo componente indispensable para esa integracion de la
region-T son los denominados genes vir. Estos genes no son transferidos al genoma de
la planta, sino que actdan en trans sobre la regidn-T para promover su transferencia. El
ADN-T esta conformado por dos grupos de genes: un grupo responsable de la
morfologia del tumor, y otro responsable de su crecimiento sin la necesidad de

hormonas (Davies 2001).

Las células transformadas sintetizan hidratos de carbono caracteristicos de las cepas
de Agrobacterium con el fin de proveerles de alimento, en sintesis, el parasito
transforma el genoma del huésped, en este caso las células vegetales, para
convertirlas en fabricas de alimento (Davies 2001). Estas caracteristicas propias de A.
tumefaciens de infectar a la planta y producir un tumor de manera natural es lo que
muchos investigadores han implementado para la transformacion genética y la

introduccion de genes extrafios o heter6logos en el genoma de una planta.

Considerando el proceso biolégico de infeccion por Agrobacterium descrito, no todas
las caracteristicas de ese proceso son necesarias para llevar a cabo la transformacion
genética. Los conocimientos actuales sobre el proceso de transferencia y expresion del
ADN-T en las plantas permite modificar los plasmidos-Ti para convertirlos en
convenientes vectores de genes en plantas. Hoy en dia se ha perfeccionado la
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metodologia utilizando cepas de Agrobacterium que portan dos vectores (sistemas
binarios), uno de ellos con secuencias especificas para desarrollar el mecanismo de
infeccion (sin la regién codificante para los genes de tumores) y el otro vector, vector Ti,

con la secuencia de ADN a ser transferidas al genoma de la planta.

En especies maderables se ha hecho la transformacion en especies de pino, teca,
eucalipto, por mencionar algunas especies, donde se ha utilizado la introduccién de
genes foraneos para obtener resistencia al ataque de insectos plaga (Tang y Newton
2003). En cedro rojo aun no se han reportado eventos de transformacion genética

mediante esta via.

Uso de Proteinas insecticidas para conferir resistencia

Proteinas Cry de Bacillus thuringiensis

La habilidad de insectos plaga para sobreponerse y adaptarse al estrés ambiental hace
que los métodos de control se vuelvan ineficientes, como sucede con el uso de algunos
plaguicidas, hoy en dia existe una necesidad critica de contar con herramientas
seguras y efectivas para el control de plagas, buscando alternativas al uso de
insecticidas quimicos (Fernandez y Vega 2002), una alternativa es el uso de patégeno
como agentes de biocontrol. El patdégeno bioinsecticida mas utilizado en el mundo y en
cumplir expectativas como mantener el potencial para seguir desarrollandose es a
partir de una bacteria llamado Bacillus thuringiensis (Sauka y Benintende 2008).

El descubrimiento de B. thuringiensis ha tenido el maximo impacto en el uso de
biopesticidas en la silvicultura, asi como en los sistemas de cosecha y de productos
almacenados. B. thuringiensis perteneciente a la familia Bacillaceae, considerada una

bacteria que puede existir en diversos habitad como suelo, agua, hojas de plantas,
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insectos muertos, entre otros (Bravo et al. 2007). Una bacteria Gram-positiva, aerobia
estricta, que durante su ciclo de vida presenta dos fases principales: un crecimiento
vegetativo, donde las bacterias se duplican por biparticion y esporulacién, un programa
de diferenciacion de bacteria a espora (Ferndndez y Vega 2002). Caracterizado por
producir un cuerpo paraesporal durante su fase de esporulacién conocido como cristal,

el cual es de naturaleza proteinica y posee propiedades insecticidas. El cristal

proteinico esta constituido por proteinas denominadas %-endotoxinas (° = delta

endotoxinas) con un peso de 140 kDa también conocidas como proteinas Cry 6 Cyt.

Cuando estas 9-endotoxinas son ingeridas por los insectos, ejercen su toxicidad

mediante la union a células intestinales del tracto digestivo ocasionando una lisis
osmotica. Estas proteinas manifiestan una actividad especifica a diferentes grupos de
insectos lepidopteros (polillas y mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros y

nematodos.

Su mecanismo de accion de infeccion hacia el insecto es a través del reconocimiento
del lazo receptor del intestino del insecto, formando poros de membranas que rompe la
permeabilidad selectiva de las células provocando la lisis osmoética de las células
epiteliales y por consiguiente la muerte del insecto (Bravo et al. 2007, Brar et al. 2007,
Ruud et al. 1999, Lorence et al. 1995). La especificidad de la delta endotoxina a un tipo
de insecto en particular implica la presencia de receptores especificos, la toxina se
inserta de forma irreversible a la membrana plasmatica de las células intestinales y el
préximo paso es la formacion de un poro o lesidon en esta membrana que conduce a
una variacion en su permeabilidad, alterando el transporte de los iones de potasio, lo

cual trae como consecuencia la lisis celular, disrupcion de la integridad del intestino y la
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muerte del insecto. Por otra parte, las esporas bacterianas se multiplican en la
hemolinfa y provocan una septicemia que incrementa el efecto de las toxinas

insecticidas (Fernandez y Vega 2002).

Modo de accidon de las toxinas Cry

El mecanismo de accion de las proteinas Cry se describiéo principalmente en
lepidopteros como un proceso de multiples etapas. Los cristales de B. thuringiensis son
ingeridos y luego solubilizados en el intestino medio del insecto que debe poseer un pH
superior a 9.5 esencial para la disolucion de muchas protoxinas, tras lo cual se liberan
las proteinas cristalinas en forma de protoxinas. Estas no produciran el dafio per se,
sino que deberan ser procesadas por proteasas intestinales para generar las toxinas
activas que llevaran a la muerte de la larva (Bravo et al. 2007). Bajo su forma
monomeérica, las toxinas atraviesan la membrana peritréfica y se unen de forma
univalente a la caderina, con gran afinidad en la cara apical de la membrana epitelial
(Bravo et al. 2007, Griko et al. 2007). Luego, de acuerdo con estudios realizados en
cultivos de células de insectos, se inicia una cascada de sefializacion dependiente del
ion magnesio que seria responsable de la muerte celular (Zhang 2006). Ademas, el
inicio de esta cascada de sefalizacion estimula la exocitosis de caderina desde
vesiculas intracelulares hacia la membrana apical de la célula y aumenta el nimero de
receptores; por ende, recluta un nimero mayor de toxinas libres que amplificarian la

sefal inicial (Zhang 2006).

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles
ingieren los cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, paralisis del intestino,

diarrea, pardlisis total y finalmente la muerte. De manera general se acepta que las
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toxinas Cry son toxinas formadoras de poro que ejercen su actividad toxica al provocar
un desequilibrio osmético en las células epiteliales donde se insertan en la membrana

(Bravo et al. 2007).

Este mecanismo de accién que ejerce B. thuringiensis como efecto bioinsecticida en
especies de insectos plaga es lo que ha utilizado la ingenieria genética para dar
resistencia a las plantas contra el ataque de ciertas plagas como lepidépteros (Tang y
Tian 2001). Una vez que se realice la transformacion de la planta, independientemente
del método de transferencia utilizado, es necesario el desarrollo de plantas
transformadas en la habilidad de regenerar el material transformado bajo seleccion

(Walter 2004, MacRae y Van Staden 2000).
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Proteina CRY

Bacteria formadora de esporas.
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con proteinas insecticidas.

Toxica para varias especies de 1.
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Figura 2 Mecanismo de accion de la proteina Cry, cuando la larva lepidéptera se alimenta de una planta
modificada genéticamente. Fuente: imagen tomada de internet y modificada.

Proteinas Lectina de Gallanthus nivallis (Aglutininin)

Otro agente biolégico insecticida contra insectos plaga se ha obtenido a partir de
plantas como son las proteinas lectina GNA. La lectina (GNA) es una proteina aislada
de los bulbos de la flor de la campanilla (Gallanthus nivallis Aglutininin), una planta
monocotiledénea ornamental de la familia Amarydillaceae. La lectina es una proteina
tetramérica compuestas de subunidades idénticas de 2500 Da y es depdsito de
carbohidratos (van Danme et al. 1991), son un grupo de proteinas de origen no-inmune

gue comparten propiedades de enlazarse de forma especifica reversible a los
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carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de estructuras mas complejas. Estas
proteinas usualmente tienen al menos dos sitios de union por molécula: un azucar
especifico y una molécula glicosilada. Como caracteristica particular tienden a aglutinar
a las células a las cuales se unen. Este tipo de moléculas se encuentra distribuida en la
naturaleza, en diferentes organismos como microorganismos, hongos, animales y
plantas. En las plantas, la mayoria de estas moléculas estan presentes en los
cotiledones y endospermos de las semillas y constituyen de 2-10 % del total de
proteinas de estas. Se sugiere que dentro de la planta, estas proteinas pueden tener
diferentes funciones como son: regulacién fisiolégica defensa mecénica contra el
atague de microorganismos, almacenamiento de proteinas, transporte de
carbohidratos, estimulacion mitogénica, reconocimiento de las bacterias fijadoras de
nitrogeno del género Rhizobium y algunas mas (Castillo-Villanueva y Abdullaev 2005,

Chandra et al. 2006).

Estudios en alimentos de insectos han llevado a investigar la eficacia de un namero de
diferentes lectinas contra insectos plaga. La proteina GNA alimentado en una dieta
artificial demostré ser toxico para un namero importante insectos plaga: homopteros,

coledpteros, y lepidopteros (Foissac et al. 2000).

(Gatehouse et al. 1995) disefi6 una dieta artificial que contenia guisante, papa, germen
de trigo, concanavalina A y lectina GNA de arroz; y encontré que la concentracion
efectiva a de 1 gL' de GNA presenté el 80 % de mortalidad efectiva. Numerosas
investigaciones se han realizado en plantas transgénicas que expresan lectina y su

resistencia contra insectos (Setamou et al. 2002). También se ha demostrado que la
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proteina lectina GNA no posee efecto toxico sobre animales superiores, llevandose a

cabo en papaya transformada con lectina (McCafferty et al. 2008)

Se ha conocido poco sobre el modo de accion insecticida de las plantas lectinas. En
otros sistemas animales sus efectos perjudiciales son atribuidos fuertemente a los
lazos de las lectinas a las superficies de las células epiteliales intestinales, los lazos
lleva a la interferencia con el digestivo, las funciones secretoras o protectoras del
intestino. Otro efecto deletéreo de la ingestién de lectina incluye la inhibicién de los
bordes de las enzimas complemento del intestino medio de las ratas (Pusztai et al.
1996) la interferencia con la absorcién de varios nutrientes y alteraciones en la
estructura y metabolismo de la células epiteliales(Santiago et al. 1993). Las lectinas
también inducen la apoptosis, una secuencia de eventos programados que
normalmente incluyen la activacion de endonucleasas enddgenas, dirigiendo a la

fragmentacion del ADN y eventualmente la muerte celular (Kulkarni y McCulloch 1995).

La actividad anti-insecticida puede mediarse endureciéndose la quitina en la matriz
peritr6fica o por la interaccion de las glicoproteinas en las células epiteliales del
intestino medio del insecto. Como un resultado la digestion y asimilacion de alimentos

nutritivos es reducido, causando hambre (Peumans y Van Damme 1995).

Recapitulando

Por todos los antecedentes mencionados, el cedro rojo siendo un arbol de la familia
de las meliaceas, reviste gran importancia econémica por la madera que produce
después de la caoba. Esto ha provocado que esta especie enfrente diversos
problemas, que van desde extraccion de especies silvestres, tala ilegal y ataque de
plagas. Recordando que como especie forestal la reproduccion en vivero es lenta y en
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ocasiones fallida y que por estas caracteristicas es un especie que presenta lento
crecimiento. Esto ha motivado a busqueda de alternativas que amortigtien la presion a
esta especie. Recurriendo, por lo tanto al uso de la biotecnologia y en especifico al
cultivo de tejidos vegetales in vitro, como solucion para la propagacion de esta especie
acortando tiempo y con mayor cantidad. Esto, por lo tanto nos lleva a proponer que la

embriogénesis somatica seria ideal para alcanzar esta meta.
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CAPITULO I. OBTENCION DE UN SISTEMA DE REGENERACION IN VITRO DE
CEDRO ROJO (Cedrela odorata L.), MEDIANTE EMBRIOGENESIS SOMATICA
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue establecer un sistema de regeneracion in vitro mediante
embriogénesis somatica (ES) en cedro rojo (Cedrela odorata). Para inducir ES fueron
analizado diversos factores: tipo de explante, tipo de medio de cultivo, efecto y
concentracion de regulador de crecimiento vegetal (RCV). Se realizaron dos
experimentos, el primero consistio en utilizar hipocétilos y cotiledones como explantes,
cultivado en medios Murashige y Skooog (MS) y Woody Plant Medium (WPM)
adicionados con dicamba (acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico), con dosis de (0.5 mgL™*
y 3 mgL?). El segundo experimento consisti6 en utilizar como explante embrién
cigético, cultivado en medio MS y WPM, adicionado con las auxinas dicamba y 2,4-D
(0.5 mgL! y 3 mgL?) y con agua de coco (AC: 0%, 10%, 20% y 30%). En el primer
experimento se obtuvo la formacién de callos, el tratamiento MS dicamba 0.5 mgL™
generd el 100 % de formacion de callos e indujo los primeros embriones somaticos en
cedro rojo después de 16 semanas de cultivo. La formacion de embriones fue mayor en
cotiledones 2 % vs hipocotilos en 1%. En el segundo experimento se observaron callos
embriogénicos en los dos medios evaluados, el mejor tratamiento con el 28 % de
inducciéon embriogénica fue MS suplementado con 2,4-D 0.5 mgL? 20 % AC, después
de 17 semanas de cultivo in vitro se observaron diversos estados de la ES (preglobular,
globular, corazén torpedo y cotiledonar). Este trabajo presenta los primeros reportes de

un sistema de regeneracion in vitro de cedro rojo mediante embriogénesis somatica.

Palabras clave: Embriogénesis Somatica (ES), cotiledones, hipocétilos, embrion

cigotico, Cedro rojo
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ABSTRACT

This work was to establish a system of in vitro regeneration by Somatic Embryogenesis
(ES), of red cedar (Cedrela odorata) several factors were evaluated: type of explant
(hypocotyl and cotyledons), type of culture medium (MS and WPM) effect and
concentration (0.5 mgL*-3 mgL™?) Plant Growth Regulator PGR (dicamba and 2,4-D), by
means design 2 hormonal swept pilot (a) and (b). The results of the first experiment
show that callus formation was achieved in 100% treatment with the MS supplemented
with 0.5 mgl? also induced dicamba same as the first somatic embryos red cedar ~26
weeks after in vitro culture. The second experiment resulted in the induction of
embryogenic callus in both media formulations after ~17 weeks later identifying the
various states of the ES (preglobular, globular, heart, torpedo and cotyledonary). Being
thus one of the most suitable techniques that can address the need for a clonal
production to propagate elite forest species tropical. On the other hand, one of the
advantages of having this efficient production system for future use of genetic
engineering in this tropical forest species of great interest to international forest industry.
This has been used in other temperate forest species such as eucalyptus and poplar
that have created varieties with certain agronomic benefits such as pest and disease
resistance, stress tolerance, drought in the composition of lignin, cellulose production
paper. Genetic transformation may integrate the foreign gene by two mechanisms:
direct or indirect way, either through Agrobacterium tumefaciens by biolistics. It is worth
mentioning that this prerequisite is covered, as is having the in vitro regeneration
system (ES) red cedar.

Key words. Somatic Embryogenesis (SE), cotyledon, hypocotyls, zygotic embryos, Red

Cedar
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1.1 INTRODUCCION

En los bosques tropicales y subtropicales, abundan una enorme diversidad de
especies, entre las que se encuentran el cedro rojo (Cedrela odorata L.), que pertenece
a la familia de melidceas. Esta especie de madera tropical, se encuentra entre las mas
valiosas para el comercio internacional de la maderas, debido a sus caracteristicas que
van desde el aroma, durabilidad conferidas por sus propiedades fisico-mecénicas,
hasta la resistencia ante el ataque de termitas, entre otras (Mufioz 2003, Hilje y
Cornelius 2001, Martinez et al. 2010, Pijut et al. 2011). Cabe mencionar que esta
especie de arbol esta siendo amenazada y estd en peligro de extincion (IUCN 2011)
debido a las practicas de explotacion forestal ilegal, la conversién a tierras agricolas,
entre otras. Ademas, de diversos factores bidticos adversos, que han mermado su
presencia, como el ataque de una plaga barrenadora, H. grandella (Zeller) (Insecta:
Lepidoptera: Pyralidae: Phycitinae), que se alimenta de los brotes apicales de arboles
juveniles rompiendo la dominancia apical, conduciendo a la ramificacién, perdiendo
todo valor comercial forestal (Cornelius y Watt 2003). Los métodos de propagacion
vegetativa de cedro rojo en campo y/o invernadero son a menudo dificiles de llevar a
cabo, debido a las caracteristicas bioldgicas de las especies lefiosas (Park 2002). Ante
este panorama, es necesario disponer de otros sistemas regeneracion eficiente de
plantas, por ello el uso de técnicas emergentes, como la biotecnologia y entre ellas, las
técnicas de cultivo in vitro como la embriogénesis somatica (ES), solventarian y/o
permitirian la multiplicacion masiva de cualquier material genético (germoplasma
idéntico al de la planta madre) desde aportar nuevas variedades con caracteristicas
gue representen ventajas en campo, resistencia a plagas y/o factores abidticos,

escases de agua entre otros. La embriogénesis somatica es considerada como la
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capacidad que poseen cualquier célula somética de formar estructuras bipolares o
embriones sin la fusiébn de gametos, mediante la adicion de reguladores de crecimiento
como: auxinas y citocininas (Pefia y Lezcano 2001). Estas estructuras bipolares, siguen
un patron de desarrollo idéntico al de embrién cigético, pasando a través de diferentes
estados morfologicos caracteristicos (globular, corazén, torpedo y cotiledornar) y por
generarse de células no gaméticas, se conserva integramente el genotipo de la planta
donante (Sutton 2002, Merkle y Dean 2000). En el establecimiento de un protocolo de
ES se reconocen dos vias: A) La embriogénesis somética directa, caracterizada por la
formacién de los embriones soméaticos sobre el explante (Freire 2003); B) La
embriogénesis somética indirecta, donde las células no logran ser competentes para
formar los embriones y pasan por un estado de desdiferenciacion celular, denominado
callo y después con la adicion RCV, principalmente auxinas forman embriones
somaticos sobre estos callos (Trigiano y Gray 2004). Este tipo de cultivo de tejidos,
tiene la ventaja de proveer de un sistema de regeneracién y propagacion eficiente y
clonal, ademéas de generar bancos de germoplasma utilizando un espacio limitado y
con un gran numero de genotipos (Maruyama et al. 2004). La propagacion in vitro a
través de la embriogénesis somatica ha sido un sistema regeneracion muy utilizado en
forestales de clima templado, caso contrario, a lo que sucedido en las especies de
clima tropical, como las latifoliadas tropicales, son pocos los reportes entre ellos:
Cedrela odorata (Nunes et al. 2007, Cameron 2010, Pefa-Ramirez et al. 2011),
Swietenia macrophylla (Collado 2006) y Melia azedarach (Vila et al. 2007), aun cuando
estas especies representan un gran potencial economico forestal (Financiera Rural

2008). Por lo tanto el presente trabajo tiene como objetivo establecer un sistema de
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regeneracién y/o propagacioén clonal eficiente, que pueda ser utilizado en futuros

eventos de investigacion como la transformacion genética, entre otros.

1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Material bioldgico

Se localiz6 un arbol elite de cedro rojo en el municipio de Sayula de Aleman Veracruz,
México (17°53'N 94°57E 80 msnm) (Longman 1993), donde se colectaron frutos
inmaduros de 9 semanas post-antesis, Realizados entre los meses de Marzo-Abril del
2011, posteriormente fueron trasladados a la Unidad de Investigacion en Biotecnologia

Vegetal (UNIBVE) del Instituto Tecnoldgico Superior de Acayucan (ITSA).

1.2.2 Axenificacion de semillas de cedro rojo y germinacién in vitro

Los frutos inmaduros de cedro rojo colectados, fueron expuestos al sol para que ocurra
la dehiscencia de los frutos y la liberacion de semillas. Las semillas fueron axenificadas
mediante un protocolo de desinfeccidon que consistié en la utilizacion de fungicidas y
bactericidas: 2 g de captan ®, 2 g de manzate ®, 2 g de agrimicin®y 5 gotas de Tween
20®, con 1L de agua estéril en matraz Erlenmeyer® (Pyrex), por un tiempo de 12-24 h,
después se realizaron varios enjuagues con abundante agua estéril para eliminar
restos de pesticidas, bajo una campana de flujo laminar, posteriormente las semillas
fueron colocadas en una solucién de hipoclorito de sodio NaClO (Clorox®), a una
concentracion del 0.6 % de 15 a 20 min, finalizado el tiempo de inmersion fue
decantado, enjuagando tres veces con agua estéril abundante. Posteriormente fueron
sumergidas en una solucion de etanol al 70 % por 10 min, al término se enjuagd con
agua estéril varias veces hasta eliminar todos los residuos. Estas semillas de cedro rojo

axénicas fueron sembradas en 25 mL de medio semisolido MS (Murashigue y Skoog,
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1962) contenido en frascos Gerber® (10 semillas por frasco), adicionadas con vitaminas
MS, 3 gL de Gelrite®, 15 gL de azlcar y 0.25 gL de acido ascorbico y citrico como
antioxidantes a un pH de 5.75. Estos frascos fueron transferidos al cuarto de
incubacion, bajo condiciones controladas [temperatura de 2512 °C, bajo un fotoperiodo
de 16/8 h (luz/oscuridad), intensidad luminica de 140 uM.m2.s! y humedad relativa del
40 %], durante 30 dias de cultivo. Las plantas germinadas in vitro fueron disectados en
dos porciones: hipocotilos (1-1.5 cm) y cotiledones, utilizados como explantes para

inducir a embriogénesis somatica.

1.2.3 Establecimiento de ES por los barridos hormonales

Para inducir ES a partir de diversos explantes se realizaron 2 experimentos: a) Tipo de
explante y b) Tipo y concentraciéon Regulador de Crecimiento Vegetal (RCV). El primer
experimento, consisti6 en utilizar diferentes tipos de explantes (hipocotilos y
cotiledones) que fueron cultivados en medio MS y Woody Plant Medium [(WPM) (Lloyd
y McCown 1981)], adicionados con dicamba, bajo dos concentraciones (0.5 mgL?ty 3
mgL™1), adicionados con vitaminas MS, 3 gL de Gelrite®, 15 gL de azucar y 0.25 gL
de &cido ascorbico y citrico como antioxidantes, a un pH de 5.75 esterilizacion en
autoclave de 115 a 120 °C por 20 min y fueron incubadas con fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 horas de oscuridad, intensidad luminica de 140 pM.m?2.s1, temperatura de 25 °C
y humedad relativa del 40%.

El segundo experimento consistio en utilizar embriones cigéticos, obtenidos de las
semillas axenificadas. Estos fueron cultivados en dos formulaciones de medios

diferentes: MS y WPM (colocando 5 embriones por cada frasco y se realizaron 5
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repeticiones por cada tratamiento), los tratamientos salieron de la combinacion de dos
hormonas: Dicamba y 2,4-D, a dos concentraciones (0.5 mgL? y 3 mgL), agua de
coco (0 %, 10 %, 20 % y 30 %), el medio se adiciond con vitaminas MS, 3 gL? de
Gelrite®, 15 gL de azlcar y 0.25 gL de &cido ascérbico y citrico, como antioxidantes,
pH de 5.75 esterilizacion en autoclave de 115 a 120 °C por 20 min y fueron incubadas
con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, intensidad luminica de 140
uM.m.st, temperatura de 25 °C y humedad relativa del 40%.

1.2.4 Proliferacién de embriones somaticos (mantenimiento vy
proliferacién de cultivos embriogénicos)

Para promover la proliferacion, los tejidos embriogénicos fueron transferidos a un
medio fresco MS suplementado con una citocinina 6-BAP (0.5 mgL'y 3 mgL) que
contenia 0.5 mgL™, adicionado con vitaminas MS, 3 gL de Gelrite®, 15 gL de azlcar
y 0.25 gL' de &cido ascoérbico y citrico como antioxidantes, a un pH de 5.75
esterilizacion en autoclave de 115 a 120 °C por 20 min, [temperatura de 25+2 °C, bajo
un fotoperiodo de 16/8-h (luz/oscuridad), intensidad luminica de 140 uM m=2? sty

humedad relativa del 40%].

1.3 RESULTADOS
1.3.1 Material biolégico empleado para inducir ES

Las semillas de cedro rojo sembradas in vitro, después de 7-10 dias de cultivo, emergio
la radicula (raiz primaria), primer indicio de la germinacién. Creciendo y desarrollando

posteriormente, los cotiledones, el epicaétilo y el hipocétilo (altura de ~7-10 cm) (Figura
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3). El porcentaje de germinacion in vitro de estas semillas tuvo un rango de 80-90 %,
con ello se generd suficiente material biolégico para llevar a cabo el desarrollo de
experimentos posteriores. Nuestros resultados muestran que el tiempo de germinacién
coincide con los reportados en otros trabajos (lvanova 1981/ citado por Roca y
Mroginski 1991), siendo este tiempo de geminacion de dos semanas

aproximadamente.

__ cofiledon
Sistema radicular

\
hipocétilo

Figura 3. Germinacién in vitro de C. odorata. A) Semillas germinadas de cedro rojo B) embrién cigético inmaduro C)
plantula germinada in vitro. Barras B) 0.5 mm, C) ~10 cm.

1.3.2 Efecto de dicamba en la induccién de la embriogénesis
soméatica sobre diferentes tipos de explantes: hipocétilos vy

cotiledones

La induccién de ES se realiz6 mediante la variacion de los siguientes factores: Tipo de
regulador de crecimiento (RCV), concentracion de RCV, tipo de medio de cultivo y
finalmente, tipo de explante.

En nuestro primer resultado, se puede observar que después de 4 semanas de cultivo,
los tratamientos fueron evaluados la mayoria de los explantes respondieron a la
formacion de callos, mientras que el tratamiento testigo (control) que fue el medio MS o

WPM sin reguladores de crecimiento, siguieron su germinacion normal.
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Una vez cultivados, los explantes presentaron oxidacion de los tejidos, posteriormente
se formaron callos tanto de los explantes de hipocétilos y cotiledones, los cuales fueron

diferentes en forma, color y entre otras caracteristicas (Figura 4).

Figura 4 Efecto del explante sobre la induccion de callos. A) Explantes de hipocétilos con callos, observando uno
de los tratamientos donde se obtuvo embriones somaticos, MS adicionado con 0.5 de dicamba. B) Explantes
cotiledones sobre el cual se forman callos. C) Callos en los extremos de explantes de hipocétilos y C) Uno de los
pocos callos embriogénicos obtenidos en cedro rojo.

En la (Figura 5), se muestra que existe diferencia en la respuesta induccién de callo,
utilizando como explantes los cotiledones, donde al parecer responden mejor a la
presencia de dicamba, debido a que tienden a formar hasta 5 veces mas callos en
comparaciéon con explantes de hipocoétilos. En la formulacion del medio se puede

concluir que el medio MS favorecié en su totalidad a esta formacion de callos en
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comparaciéon con el medio WPM, donde fue mucho menor. Finalmente, las
concentraciones bajas de dicamba favorecen esta respuesta, que el uso de las
concentraciones mayores. De todos los tratamiento, cabe mencionar que el medio MS
adicionado con dicamba 0.5 mgLy teniendo como explantes los hipocétilos, después
de varios subcultivo logré desarrollar la formacion de embriones somético, sin embargo
el porcentaje fue muy bajo de 1-2 %. Esto indica la baja frecuencia de respuesta de las
células soméaticas para llegar a ser competentes y desarrollar los embriones somaticos.
Este callo embriogénico, mostraba una consistencia semidisgregable y color beige
claro sobre las porciones del explante completamente oxidadas, evidenciando algunas
estructuras preglobulares (Fig. 4), siendo uno de los indicativo primordiales la presencia

de la embriogénesis somatica en cedro rojo.

100 1
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0 ||
c | H | c | H | C | H | c H |
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Figura 5 Porcentaje de induccion de callos empleando la auxina dicamba sobre dos tipos de
explantes de (hipocétilos (H) y cotiledones (C) cultivados en medios MS y WPM.
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1.3.3 Induccion en la embriogénesis somatica, efecto de Dicamba y
2,4-D

Debido a la baja induccién de ES obtenido en el primer experimento, se disefid otro
barrido hormonal. El cual consisti6 en utilizar como explante el embrién cigotico de
cedro rojo, cultivado en dos formulaciones de medios semisolidos MS y WPM,
adicionado con dos auxinas: dicamba y 2,4-D (0.5 mgL?-3 mgL? respectivamente),
ademas de la presencia del agua de coco (0, 10, 20 y 30%). Nuestros resultados,
muestran que después de 4 semanas de cultivo in vitro, se obtuvo un 100 % de
formacion de callos (Figura 6 y 7), mientras que el tratamiento testigo (control) que fue
el medio MS o WPM sin reguladores de crecimiento, siguieron su germinacion normal.
Los callos formados variaron en sus caracteristicas (Figura 5), dependiendo
principalmente del tratamiento del que se formaron (regulador de crecimiento que se
utilizé para su induccién, asi como la concentracién del mismo, si en su caso se utilizd
agua de coco y en qué porcentaje, finalmente el tipo de medio de cultivo). Con fines
practicos se dividié en dos partes el experimento: A) WPM (Figura 6) y B) MS (Figura

7).

De forma general se tiene como resultados de la caracterizacion de los callos formados
tres grandes tipos: 1) los callos de apariencia compacta, endurecida y poco friable, de
colores blanco, verde, 2) Los callos presentaron unas estructuras aparentemente pre-
globulares de color amarillo claro, densas, disgregables y 3) callos organogénicos, es
decir con formacion de hojas y/o raices. Cabe mencionar que estos se definieron a
partir de la tercera semana, donde el explante, empez0 a desarrollar estructuras

indefinidas (amorfas), establecidos las formulacién de los medios MS y WPM (Figura 8

y9).
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Figura 6. Matriz hormonal de cedro rojo cultivado en un medio con WPM con diferentes reguladores de crecimientos
(Dicamba y 2,4-D), adicionados con agua de coco (0, 10, 20, 30 %). Ac= agua de coco
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Figura 7. Matriz hormonal de cedro rojo cultivado en medio MS con diferentes reguladores de crecimiento (Dicamba
y 2,4-D), adicionados con agua de coco (0, 10, 20, 30%).. Ac= Agua de coco.

Se generaron aproximadamente 34 tratamientos, incluyendo 2 tratamientos control, de
los cuales 17 tratamientos fueron cultivados en medio MS y los restantes, 17

tratamientos en el medio WPM.

La (Figura 6) muestra los resultados obtenidos en la induccién de ES en cuando se
cultivaron en la formulacion del medio MS adicionado con dos auxinas (2,4-D y
dicamba), ademas de agua de coco (10, 20 y 30 %). En general se puede observar que
solo siete tratamientos lograron responder favorablemente a la formacion de ES. Sin
embargo, el mejor tratamiento fue T12 que consiste en medio MS, adicionado con 2,4-
D a una concentraciéon de 0.5 mgL* debido a que logro obtener una respuesta de ~30%
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en esta induccion a la embriogénesis somatica en cedro rojo. De los restantes 6
tratamientos los resultados en la induccion de ES fueron decrementado de 28 hasta 4%

en presencia de 2,4-D y dicamba, adicionado con o sin agua de coco.
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Figura 8. El porcentaje de la induccién de la ES en los callos obtenidos en la matriz hormonal para los tratamientos
con MS. En donde se puede observar que los tratamientos con respuesta embriogénica fueron pocos: T4, T10, T11,
T12, T13, T16, T17, concluyendo que el mejor tratamiento para esta induccion de ES resulto ser en T12 (MS con 0.5

mg/L 2,4D y 20% de agua de coco), con el 30%.

El experimento que corresponde a los explantes cultivados en medio WPM (Figura 9)
se puede observar que hubo una induccion de la embriogénesis somatica, solo en
cuatro tratamientos de los 17 realizados. De manera general, bajo este medio cultivo,
se puede concluir que el tratamiento T27 (que consistio en medio WPM adicioando con
2,4-D a una concentracion de 0.5 mg L%, siendo el de mayor relevancia por tener un
promedio de entre 10-15% en la induccion de esta embriogénesis somatica, seguido
del tratamiento T34 (el cudl consisti6 en medio WPM adicionado con 2,4 D a 3mg L1,
ademas de 30% de agua de coco) con un promedio de 8-10% de induccién de ES,
aproximadamente después de 30 dias de cultivo en cedro rojo. Si comparamos esto
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resultados con los obtenidos en la formulacibn de medio MS, observamos que esta
induccion tan solo logro la mitad del porcentaje de induccion de Es. Basados en
nuestros resultados, podemos decir que el mejor tratamiento para la induccién de la ES

en cedro rojo es utilizar el medio MS adicionado con bajas concentraciones de 2,4-D.

T
o
Porcentaje de induccion de la embriogénesis somatica (%)

0
T T T T T T T T T T
T18 T19 T200 T21 T22 T23 T24 T25 T26 T27 T28 T29 T30 T3t T32 T33 T34

Figura 9. El porcentaje de la induccién de la ES en los callos obtenidos en la matriz hormonal para los tratamientos
con WPM. En donde se puede observar que los tratamientos con respuesta embriogénica fueron T25, T26, T27,
T34, siendo el T27 en donde el porcentaje fue el maximo en la induccién de la ES con el 15%.

La embriogénesis somatica como se ha reportado es un proceso por el cual las células
somaticas bajo condiciones de induccién, pueden generar células embriogénicas, las
cuales presentan una serie de cambios morfolégicos y bioquimicos resultando en la
formacion de un embrién somatico, el cual puede eventualmente desarrollarse en una
planta. Como ha sido el caso de esta embriogénesis soméatica en cedro rojo. Muchos
reportes ademas, mencionan que los embriones somaticos de las dicotiledoneas pasan

a través de estados morfolégicos caracteristicos, los cuales son: preglobulares,
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globular, torpedo, acorazonado y cotiledonar, como se ha identidad claramente en el
cultivo in vitro de cedro rojo (Kato y Takeuchi 1963, Halperin 1966, Figura 10).
Nakamura et al. (1992) también reporto que son cinco estados de desarrollo de la
embriogénesis somatica C. arabica, similar a nuestros resultados. De manera general,
en todos los tratamientos que tuvieron efecto positivo en la induccion de la
embriogénesis somatica, el regulador de crecimiento utilizado fue una auxina sintética
como el 2,4-diclorofenoxi-acetico (2,4-D). Otros autores ha mencionado que el
procedimiento base para la produccion de los embriones soméaticos involucran el uso
de medio de cultivo suplementado con un regulador sintético, como una auxina, e.g.,
2,4-diclorofenoxi-acetico (2,4-D), citocininas e.g., cinetina (kin), o combinacién de dos o
varios reguladores de crecimiento [(citocininas, acido abscisico (ABA); Gallo-Meagher
and Green 2002, Feher et al. 2003]. En cedro rojo, se necesito el suplemento de 2,4-
diclorofenoxi-acetico (2,4-D) en baja concentracion. Reportes similares, se encontraron
en la embriogénesis somética, el tejido inicial requiere de una auxina y mas tarde son
transferidos a un medio de cultivo con baja concentracion (Vargas-Loyola 2002).
Ademas de otros autores que reportaron resultados similares (Steward 2010 y Villa et

al. 2009).
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Figura 10. Diferentes estadios de la embriogénesis somatica de cedro rojo. A)y B) embriones somaticos de cedro
rojo en estado globular y pre-globular, C) estadio de corazén, D) Embrién somatico en estado de torpedo, E)
embriones somaticos torpedo-cotiledonar, F) estadio de cotiledén.

1.3.4 Proliferacion de embriones somaticos

Por lo tanto, la siguiente etapa en este desarrollo de los embriones somaticos es la
proliferacion, para ello se decidi6 utilizar una mezcla de auxinas y citocininas. Como se
ha reportado las auxinas son factores determinantes que han sido asociados con la
proliferacion continua, de las células embriogénicas (Gémez 1998). Esta etapa se logro
a través de la siembra de estos los embriones somaticos en medios de cultivos
adicionados con los reguladores de crecimiento: El acido indolbutirico (IBA) y 6-
benzilamino-purina (BAP) con 1 mg L, obteniéndose un alto rendimiento (aumento del
casi 30% de las cajas Petri en los sub-cultivos con estas hormonas) en la formacion de
las masas embriogénicas, su tamafio incremento considerablemente, presentando el
color amarillo-crema, caracteristico de la embriogénesis somatica generada y
manteniéndose, la individualidad de las células en estados pre-globulares y globular,

principalmente. A continuacién se presenta la grafica 6, en donde podemos observar
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que esta proliferacion presento un crecimiento exponencial durante todos estos sub-
cultivos, caracteristico de la embriogénesis somatica. Cabe mencionar que durante
este experimento, se presentd la sincronizacion del cultivo es decir, la mayoria de

callos embriogénicos se encontraban en estado preglobular y/o globular.

1.4 DISCUSION

Diversos autores como Mufioz 2003, Vila et al. 2007, mencionan que existen varios
factores como concentracion de RCV, estado y tipo del explante, fuente de
carbohidratos, agente gelificante, luz y tiempo, que afectan el proceso de induccion de
la embriogénesis soméatica. Como pudimos observar, nuestros resultados confirman
estas aseveraciones, cuando se utiliza cotiledones o hipocoétilos, el tipo de regulador
dicamba o 2,4-D, pueden eventualmente hacer que las células somaticas sean
competentes para llevar a cabo la formacion de los embriones somaticos en cedro rojo.
Ademas se debe mencionar que de los 34 tratamientos, aquellos que lograron
responder hacia este proceso de la ES, iniciaron con fenolizacion de los explantes y los
callos, similar a la observacion de Mufioz (2003) donde menciona que en algunos
casos la oxidacion del tejido ocasionado por el estrés producto de la activacion de

compuestos fendlicos, puede actuar como un inductor de la embriogénesis somética.

Los RCV resultan un factor determinante en este proceso, Titon (2007) utilizo bajas
concentraciones de dicamba (0.5 mgL? y 2 mgL?) en explantes de hipocétilos vy
cotiledones de la especie E. grandis para inducir ES, después de 30 dias de cultivo
mostraron una respuesta del 100 % de formacion de callos embriogénicos. Sin

embargo, en cedro rojo no tuvo es efecto, teniendo tan solo un ~15 % en la induccién
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de la embriogénesis somatica. Sin embargo, cuando se utilizé el 2, 4-D este porcentaje
en la induccion de ES se duplicé. Similar a lo que han mencionado otros autores como
Puigderrajos et al. (2001) donde resaltan que la auxina 2,4-D como eficiente y de uso
comun, en la promocion de la embriogénesis soméatica debido a que: 1) estimula una
rapida division celular, 2) estimula una division celular sincronizada que da como
resultado células proembriogénicas y 3) estimulan la division de células

proembriogénicas.

Cabe mencionar que la presencia del endospermo liquido de coco aun cuando se ha
reportado que contiene con una amplia gama de componentes organicos e inorganicos
tales como: aminoéacidos, azlcares, compuestos nitrogenados, vitaminas, acidos
organico, capacidad de amortiguadora etc., en nuestro resultados no mostré efecto

marcado.

El tipo de explante tiende ademéas marcar la competencia de las células somatica para
induccién de los embriones somaticos, nuestros resultados muestran que cuando se
utiliz6 como explante los embriones cigéticos inmaduras el porcentaje de esta
induccion fue de al menos 25 veces mas. Como se ha reportado en diversos trabajos
donde mencionan al embridn cigético como el explante apropiado para efectuar
eventos de embriogénesis somatica, en especies forestales ha sido reportado para
Eucalyptus globulus (Pinto et al. 2002), Loblolly pine (Vales et al . 2006), en especies
de Neem (Su et al. 1997, Murty y Saena 1998, Akula et al. 2003, Vila et al. 2003,
Chaturvedy et al. 2004), en arbol de paraiso [(Melia azederach L.) Vila et al. 2003], en
Cedrela fissilis Well (Vila et al. 2009), en Cedrela odorata (Pefia-Ramirez et al. 2011,
Cameron 2010) y Swietenia macrophyla (Collado 2006), y en otras especies de
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meliaceas como Azadirachta excelsa (Giagnacovo et al. 2001) y Azadirachta indica

(Salvi et al. 2001).

1.5 CONCLUSION

En los tratamientos con Dicamba, para la induccién de la embriogénesis somética, se
logré establecer que la concentracion de 0.5 mgL? fue la éptima para inducir la
formacion de embriones somaticos en explantes de hipocétilos, sin embargo fue de 1-2
% de induccion de ES en cedro rojo. Por otro lado, Al usar la formulacion del medio MS
y como resultado de los tratamientos se puede concluir que el mayor porcentaje en la
formacion de los embriones somaticos se observaron cuando se utilizé el 2,4 a una
concentracion de 0.5 mgL! con o sin agua de coco, obteniendo hasta un 30%
aproximadamente en cedro rojo. En comparacion con los tratamientos donde la
formulacion del medio cambio a WPM, se mostré6 menor porcentaje de hasta el 15%, en
la formacion de masas embriogénicas sométicas, utilizando el mismo regulador de

crecimiento, el 2, 4 D concentraciones bajas de 0.5 mgL™.

Finalmente, esta embriogénesis somatica indirecta se caracterizd6 por observar todas
sus etapas: preglobular, globular, de corazon, torpedo y cotiledonar temprano y tardio
en esta especie forestal tropical de enorme importancia econémica para industria de las

maderas internacionales.
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RESUMEN

El crecimiento demogréafico avanza constantemente y la demanda de productos
forestales maderables es mayor en la poblacion, en los proximos 30 afios se estima
que la demanda de productos maderables pondra en peligro diversas poblaciones
naturales de diversas especies forestales, ocasionado por la sobreexplotacion, la
erosion genética, el cambio de uso de suelo apto para el establecimiento de
plantaciones forestales por cultivos y terrenos destinados a la cria de ganado. Es
necesario buscar técnicas apropiadas que puedan solventar esta necesidad en
diversas partes de mundo. Para satisfacer esta demanda también se requieren de
disefio y estrategias que obtengan mejoras en las especies forestales como: rapido
crecimiento, resistencia a plagas y enfermedades. El uso de diversas herramientas
biotecnoldgicas como la Ingenieria Genética (IG) proporciona nuevas caracteristicas
modificando el genoma de la planta como: tolerancia al estrés bidtico y abiotico,
resistencia a plagas y enfermedades, tolerancia a sequia, mejoras en la composicion
de lignina, etc.; caracteristicas que son integradas mediante vias de transformacion
genética como Agrobacterium thumefaciens y/o Biobalistica, etc. Actualmente el
mecanismo de resistencia mas utilizado es a partir del uso de cristales de las proteinas
Cry de Bacillus thuringiensis, con efecto insecticida. Para llevar a cabo estas
caracteristicas en el genoma de la planta, es necesario disponer de un sistema de
regeneracion (Embriogénesis Somatica), mediante técnicas de cultivo de tejidos
vegetales CTV in vitro, asociado directamente como uno se los requerimientos
esenciales en eventos de transformacion genética.

Palabras Clave: Transformacién genética, Biotecnologia, arboles forestales,

Agrobacterium thumefaciens, Biobalistica
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ABSTRACT

The demographic growth constantly advances and the demand of products forest timber
is bigger in the population, in next 30 years it's considered that the demand of products
timber will put in danger diverse natural populations of diverse forest species, caused by
the under exploitation, the genetic erosion, the change of use of capable soil for the
establishment of forest plantations for cultivations and lands dedicated to the livestock
breeding. It's necessary to search for appropriate techniques that can solve this
necessity in diverse world parts. To satisfy this demand they are also required of design
and strategies that you/they obtain improvements in the forest species as: quick growth,
resistance to plagues and disease. The use of diverse biotechnical tools as the Genetic
Engineering (GE) it provides new characteristics modifying the genome of the plant like:
tolerance to the stress biotic and abiotic, resistance to plagues and disease, tolerance
to drought, improvements in the lignin composition, etc.; characteristic that are
integrated by means of roads of genetic transformation as Agrobacterium tumefaciens
y/o Biolistic, etc. at the moment the used resistance mechanism is starting from the use
of glasses of the proteins Cry of Bacillus thuringiensis, with insecticide effect. To carry
out these characteristics in the genome of the plant, it is necessary to have a
regeneration system (Somatic Embryogenesis), by means of technical of cultivation of
vegetable fabrics CTV in vitro, associate directly like one you the essential requirements

in events of genetic transformation.

Key Words: Genetic transformation, Biotechnology, Forest Trees, Agrobacterium

Thumefaciens, Biolistic
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2.1 INTRODUCCION

El consumo de madera se esta incrementando con el aumento de la poblacién y el
desarrollo econémico, sobreviene la demanda de productos forestales maderables, por
consiguiente existe la necesidad en conservar los ecosistemas forestales, por su alto
valor estético y ecoldgico, situacion que conlleva a realizar grandes esfuerzos alrededor
del mundo obtener un mantenimiento forestal sostenible (FAO 2004).La demanda de
productos madereros se encuentra vinculada con el aumento de la poblacién y al
desenvolvimiento econémico. Conocer la productividad de los bosques de plantaciones
comerciales es necesario para entender la demanda mundial de madera y productos
gue de ella se obtienen de manera sustentable, que conserve las condiciones naturales
y la biodiversidad, valorando los beneficios de desarrollo econdomico (Nehra et al.
2005). A partir de esta problemética existente surgen nuevas herramientas que
permiten dar solucién a la situacion actual forestal. El desarrollo de técnicas de
manipulacion genética, como la transformacién genética constituye un valioso apoyo a
los sistemas de mejoramiento convencional, principalmente en aquellas situaciones en
las cuales el acceso a genes de interés se encuentra limitado. Desde su aparicion en
1980, la transformacién genética se ha presentado como una herramienta
biotecnoldégica que perfecciona las técnicas de mejoramiento convencional,
perfeccionando las caracteristicas deseadas en una planta, es decir que mediante la
transformacion genética se pueden obtener genotipos con mayor productividad y
calidad, ya que la transformacién genética consiste en la introduccién controlada de un
gen o fragmento de ADN en el genoma de una célula receptora y su expresion
posterior, asumiendo la significancia adicional, dando nuevas perspectivas al

mejoramiento genético de especies forestales, extendiendo y disponiendo nuevos
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genes con caracteristicas deseables, incorporados en un pequefio periodo de tiempo
(Sartoretto et al. 2008, Diouf 2003). Los primeros reportes de plantas transgénicas en
especies forestales se dieron a partir de 1983, signific6 un papel clave en la evolucion
de la Biologia de plantas, con grandes beneficios, mostrando nuevas perspectivas en
programas de mejoramiento genético, la disposicibn de nuevos genes que
anteriormente estaban indispuestas debido a la incompatibilidad sexual o la variabilidad
genética, ahora es posible gracias a la transformacioén genética (Studart-Guimaraes et
al. 2003). En especies forestales la transformacion genética ha sido punto clave
permitiendo su extensién en diversas partes del mundo desde que fue aprobado en
1994 (Hodson 2005). En reportes de la (FAO 2004), estim6 que enl6 paises se estan
realizando mas de 210 ensayos, las especies forestales de mayor interés son del
género Populus el mas estudiado con 51 % de ensayos, Pinus con el 23%, liquidambar
11% y en eucalipto 7 %. La mayoria de estas especies 64 % se estan evaluando en
paises desarrollados como: Estados Unidos, Francia y Finlandia en Europa. Los
ensayos comprenden bésicamente: tolerancia a herbicidas 13 %, resistencia bidtica 9
%, quimica de la madera o estudio de fertilidad 6 %. En paises en desarrollo como
China ha informado la liberacion a escala comercial de Populus transgénico, con 1.4
millones de plantas establecidas en campo en el afio 2003 (Valenzuela et al. 2006). La
FAO estima que China es el pais mas grande importador de lefios industriales y el
segundo importador mas grande en el mundo de productos forestales (Lu 2004). Como
es notorio los programas de mejoramiento genético forestal existentes poseen finos
propositos como la obtencion de arboles de crecimiento acelerado, adaptado y

resistente a plagas. Con la conviccion de que las propiedades de la madera posee un
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efecto muy importante sobre la calidad y rendimiento de la mayoria de sus productos
(Zobel y Jett 1995, Zhang et al. 2003).En este articulo de revision de literatura, esta
enfocado al analisis sobre de las ventajas que se obtienen a partir de la transformacion
genética, la implementacion de genes existentes en el combate a plagas y resistencia a

insectos plagas por parte de la planta.

2.2 REVISION DE LITERATURA
2.2.1 Problematica actual de las especies forestales maderables

La demanda de productos maderables se encuentra vinculada al aumento de la
poblacion y al desenvolvimiento econémico. En la préxima década se espera que esta
demanda crezca en un 20 % obligando el crecimiento acelerado en corto tiempo de las
areas de plantaciones forestales comerciales y mitigar que la presiéon sobre los
bosques nativos alcancen los 9.4 millones de ha al afio (Boerjan 2005). Es preocupante
la creciente demanda de productos forestales, por otro lado la conservacién de los
ecosistemas y la biodiversidad (Giri et al. 2004). Gracias a los adelantos
biotecnolégicos la transformacién genética, considerada como una herramienta
biotecnoldégica mantiene los mismos objetivos de mejoramiento convencional, el
mejoramiento de caracteristicas deseadas en una planta mediante la manipulacién de
genes, confieren nuevos caracteres en el genoma de la planta. Desde el punto de vista
biologico es importante la preservacion del ecosistema terrestre, porque los arboles son
la biomasa mas grande en la biosfera terrestre ademas y una fuente de sustentabilidad.

La demanda a nivel mundial para energia renovable, papel y construccion de
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materiales de madera esta creciendo rdpidamente y con ello la reduccion de los
bosques y selvas aumentando la presion sobre los bosques nativos, se estima que se
necesitaran mas arboles de alta calidad con la necesidad de ser plantados en menos
espacio (Boerjan 2005).

El mejoramiento de arboles por métodos de plantacion convencional se encuentra
limitado por largos ciclos reproductivos, las caracteristicas de muchas especies
forestales, incluyen la autoincompatibilidad y altos grados de heterozigocidad (Pefia y
Séguin 2001). Actualmente estas limitantes han desaparecido, permitiendo que la
transformacion genética mejore vias de potencial para introducir genes Utiles de otros
organismos en el mejoramiento de caracteres en arboles (Rishi et al. 2001). Dentro de
la transformacion genética los requerimientos para la obtencion de una planta
genéticamente modificada es necesaria la aplicacion de sistemas eficientes de
transferencia de genes, se debe de contar con un sistema de regeneracién como

la embriogénesis somatica un sistema eficiente preferido por aquellas instituciones,
individuos que realizan transformacion genética, también se debe de contar con
meétodos eficientes de transformacion, como las técnicas de Agrobacterium tumefaciens
y Biobalistica. (Nehra et al. 2005). Mediante la transformacién genética en especies
forestales se han obtenido grandes beneficios como una mayor produccion de
biomasa, mejor calidad de madera, resistencia a insectos, tolerancia a herbicidas,
reduccion de costos eficientes en el mejoramiento y mantenimiento de plantaciones.

etc. (Satoretto et al. 2008, Tzfira et al. 1998).
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2.2.2 Inicios de la transformacion genética en especies forestales

maderables

Los acercamientos tradicionales en el mejoramiento de arboles incluyen la
identificacion de &rboles maduros con fenotipos deseables, seguido de su
incorporacion en programas de plantacién. La longitud del tiempo que necesitan los
arboles para alcanzar su madurez reproductiva, a menudo son mas de 20 afios, antes
de las cruzas controladas era el factor limitante para el mejoramiento, ademas de que
no representa una garantia que la progenie de fenotipos deseados sea identificada
(Martin-Trillo y Martinez-Zapater 2002).Estos problemas y otros se presentaron en el
afio de los 80’s, posteriormente las técnicas biotecnoldgicas vinieron a unirse al
mejoramiento convencional permitiendo la obtencion de genotipos con mayor
productividad y calidad. Dentro de estas técnicas se destaca la transformacion
genética, la cual consiste en la introduccién controlada de un fragmento de un gen de
ADN en el genoma de una célula receptora y su posterior expresion (Diouf 2003).
Dentro de estas lineas de transformacién en especies forestales se obtuvieron las
primeras especies transformadas de interés comercial, la especie del alamo hibrido
Populus alba por Populus grandidentata, obtenido por la via de Agrobacterium
tumefaciens por (Fillatti et al. 1987), fue desarrollado por un equipo de cientificos de la
Universidad de Wisconsin, del Servicio Forestal de los Estados Unidos y la empresa de
biotecnologia Calgene (Monsanto), desde entonces numerosos protocolos han sido
establecidos y optimizados para diferentes especies forestales. Por la via de
Biobalistica se obtuvieron las primeras especies transformadas a partir de coniferas

Piceas glauca (Ellis et al. 1993). Numerosos protocolos se han disefiado a partir de
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estas dos vias, tomando en consideracion que la actividad forestal posee gran
importancia econdmica y social que dispone de una amplia gama de productos
comerciales como papel, celulosa, madera aserrada, madera contrachapada, chapa,

tableros, carton, paneles laminados de fibra, etc. (Mora y Garcia 2000).

2.2.3 Importancia de la transformacion genética

La introduccién controlada de genes exdgenos se ha convertido en una técnica
importante tanto en el area de investigacibn basica como la introduccién de
caracteristicas de importancia econdémicas agroforestales (Tzfira et al. 1998). La
transformacion genética es importante para introducir genes resistentes en el genoma
de la planta que se desea transformar, los beneficios proporcionados esta técnica es la
reduccion del tiempo para la creacibn de nuevos individuos resistentes.
Independientemente del método de transferencia a utilizar (Agrobacterium y/o
Biobalistica), en el desarrollo de plantas transgénicas, la habilidad de regenerar el
material transformado bajo seleccion (Pérez 2002). La aplicacion de esta herramientas
biotecnolégicas contribuye a generar plantaciones forestales de crecimiento rapido y de
mayor rendimiento, entre otras caracteristicas se incluye la produccion de biomasa a
partir de la menor cantidad de lignina para facilitar el proceso de extraccion de celulosa,
la resistencia al ataque de insectos plaga, tolerancia a herbicidas, control de la floracion

y fitorremediacién (Sharry 2008, Halpin y Boerjan 2003).

2.2.4 Avances en transformacion genética
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Como se menciond anteriormente, el auge que representa la nueva herramienta
biotecnoldgica ha provocado su implementacion en varios paises principalmente en
vias de desarrollo como China y Brasil que se encuentran en proceso de desarrollo
efectivo de infraestructura para la regulacién de cultivos modificados genéticamente
(Strauss 2003). Segun (Marchandier y Sigaud 2005), la mayoria de las actividades
biotecnoldgicas forestales se realizan en paises desarrollados, los mas activos:
Estados Unidos, Francia y Canadéa. La India y China son paises en desarrollo y en
transicion. Aunque la biotecnologia forestal se ha extendido a las actividades de por lo
menos 140 géneros de arboles, la gran mayoria de los proyectos se ha centrado en
sblo seis especies: Pinus, Eucalyptus, Picea, Populus, Quercus y Acacia (FAO 2004).
Dentro de las especies transformadas, el alamo es el Uunico é&rbol forestal
genéticamente modificado que se ha desarrollado comercialmente; la Administracion
Forestal Estatal de China aprob6 en el 2002 la plantacién comercial de alamos
genéticamente modificados y a finales del afilo 2002 se habian plantado mas de 1,4
millones de alamos genéticamente modificados, con resistencia a insectos. (Campbell
et al. 2003), reporta que las especies forestales de mayor interés para transformacion
genética son: Pinus taeda, P. radiata, P. pinaster, Pseudotsuga menziesii, Picea abies,
P.nigra y P. sitchiensis. También los arboles del género Populus y sus hibridos de los
arboles de eucalipto, como Quercus robur, Q. patrea y Willow. Realizando
considerables avances en algunas de estas especies como la reduccion o cambio en el
contenido de lignina, aumento a la resistencia de insectos, tolerancia a herbicidas,
control de la floracion, limpieza de areas contaminadas, entre otros (Valenzuela et al.

2006). En el continente americano también se estan realizando diversos programas de
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investigacion mediante transformacién genética. En Brasil, pionero en desarrollo de
genomicas en la region, esta realizando el proyecto Genolyptus (Red Brasilefia de
Investigacion del Genoma del Eucalyptus). Uno de los grandes desafios para generar
bioenergia de manera sustentable en el futuro y la comprensién de las bases
moleculares del crecimiento y adaptabilidad de plantas perennes, utiles para la
produccién de energia. Con mas de 140 investigadores de 82 organizaciones publicas
y privadas de 18 paises participan de la red EUCAGEN posiblemente, el mayor
proyecto internacional de secuenciamiento, aprobado y desarrollado. Otra de las
investigaciones realizadas en Brasil, es la utilizacion de la tecnologia del ADN
recombinante permitiendo obtener alamos genéticamente transformados por parte de
investigadores brasilefios de la Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria,
(Embrapa Recursos Genéticos y Biotecnologia) asociados con el INRA (Francia).
(Brasileiro et al. 1992), pero aun no se han comercializado los ejemplares modificados.
Actualmente, la CTNBiIo tiene 24 solicitudes de aprobacién de eucaliptos transgénicos,
no asi de alamos (http://www.wrm.org.uy/boletin/126/Brasil_Chile.html).

En sauces, los trabajos se han centrado mayormente en la Micropropagacion y
caracterizacion molecular en paises como Chile y Argentina. Aunque la mayoria de los
sauces pueden ser propagados facilmente, existen algunas especies o clones con
dificultades para enraizar. Algunos autores latinoamericanos han reportado el éxito del
uso del cultivo de tejidos vegetales para propagar diferentes especies de sauces
(Pereira et al 2000, Santos 2001 y Santos et al. 2005, Chung y Carrasco 1998), el

resultado que esperan obtener es la reduccion del costo de formacion de madera, el
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aumento del atractivo de la forestacion, ampliacion de la base industrial, aumento de

las exportaciones y empleos regionales.

2.2.5 Avances en el rendimiento de las enfermedades de arboles

mediante la introduccion de nuevas caracteristicas defensivas

Para la industria maderera, la alta productividad relacionada con la tasa de crecimiento,
el volumen de madera, la calidad de las especies forestales son caracteristicas
econdmicamente importantes y deseables para obtener productos maderables (Pefia y
Séguin 2001). Una de las vias de transformacion para transferir genes en arboles mas
utilizadas es por la via de Agrobacterium tumefaciens, mediante el cocultivo de células
y tejidos, las especies de A. tumefaciens, caracterizados como patégenos de las
plantas capaces de inducir una malformaciéon llamada tumor de agalla. Esta bacteria
penetra en los tejidos vegetales causando una proliferacion celular (Zamora 2003,
Carrasco 1999), durante el contacto con las células vegetales la bacteria transfiere a
las células vegetales un plasmido llamado Ti (inductor de tumores). Este plasmido se
integra en el ADN del cromosoma de la célula vegetal. El plasmido transferido o T-ADN
contiene los genes tumorales cuya expresion provoca una mayor produccion de
hormonas de crecimiento, estas son las que inducen las divisiones celulares que dan
origen a la formacion del tumor o agalla. Por otra parte, un plasmido separadamente
replica, conocido como vector binario, puede ser introducido y entregar genes
deseados en la célula de la planta, del cual fenotipicamente y normalmente los arboles

son regenerados (Gartland y Davey 1995). De esta forma, la bacteria establece con la
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planta una especie de "colonizacion genética", obligandola a fabricar una sustancia de
la que solo se puede nutrir Agrobacterium (Tzifira y Zitovski 2002, Carrasco 1999).

La primera especie forestal transformada por la via de Agrobacterium fue el alamo
hibrido Populus alba x Populus grandidentata (Fillati et al. 1987) con resistencia a
herbicida. Autores como (Meilan et al. 2001a) evalu6 la estabilidad de la expresion
transgénica en 40 lineas transgénicas (eventos independientes) de alamo hibrido
(Populus trichocarpa x P. deltoides) crecidos en tres sitios de campo durante cuatro
afios. Todas las lineas fueron transformadas con un vector binario que incluia dos
genes que confieren tolerancia al glifosato (GOX y CP4), la transformacién se realizé
mediante la via de Agrobacterium tumefaciens, callogénesis y organogénesis bajo
seleccion con Kanamicina. Para probar la estabilidad de la expresion transgénica, se
aplicaron repetidamente herbicidas a todas las lineas después de la plantacion,
desafiando las lineas previamente sin tratar durante su cuarta estacion de crecimiento
vegetativo, los datos mostraron alta tolerancia en cuatro afios. En especies de
coniferas también se ha realizado transformacion genética aunque presenta
dificultades por la via de A. tumefaciens, se han logrado transformar algunas especies
como: larch (Larix decidua) (Huang y Karnosky 1991), pino (Pinus radiata) (Grant-
Cooper y Dalr 2004, Charity et al. 2005) y en especies de abeto (Picea spp.)
(Klimaszewska et al. 2001, Le et al. 2001) también se ha reportado por (Henderson y
Walter 2006).Aquellas especies que no han resultado ser de éxito en la transformacion
por la via de A. tumefaciens, se han realizado por la via deBiobalistica (Trontin et al.

2007).
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La Biobalistica es uno de los métodos directos de transformacion méas usados en la
actualidad. Se basa en disparar hacia el nacleo de las células a transformar, con alta
aceleracion, pequefios microproyectiles de oro o tungsteno cubiertos con ADN (<1um
de didmetro) adheridos en su superficie, son disparados hacia el tejido blanco, algunos
de los microproyectiles disparados penetran en el nlucleo de la célula y expresan su
magquinaria celular, permitiendo asi la incorporacién del ADN foraneo al ADN de la
planta posteriormente resulta en la regeneracion de plantas transgénicas (Petrucceli
2002, Ellis et al. 1993, Sanford 1993). En especies forestales la primera metodologia
utilizando el bombardeo de particulas fue descrita para especies de coniferas Picea
glauca (Ellis et al. 1993), desde entonces numerosos protocolos han sido establecidos
utilizando la transformacion genética de especies forestales. Por esta via los objetivos
que se han cumplido han sido la expresion exitosa de genes que son de interés
comercial demostrados en laboratorio y campos experimentales. Las principales
caracteristicas incluyen la modificacion de biosintesis de lignina y celulosa (Hu et al.
1999; Pilate et al. 2002), resistencia a herbicidas (Grace et al. 2005). Las pruebas en
campos de plantas transgénicas de pino producidas mediante la técnica de biobalistica
han demostrado larga estabilidad del gen introducido con edad de ocho afios. La
transferencia de genes en plantas regeneradas en especies de coniferas fueron
reportadas en cuatro especies: Larix decidua, Picea glauca, P. mariana y Pinus radiata

(David y David, 1995).
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2.2.6 Composicion de lignina

Las ligninas son polimeros tridimensionales fendlicos que se encuentran integrados en
la pared celular de células secundarias especializadas en tipos de células especificos.
Las células del xilema que constituyen la madera, tiene altas paredes celulares
lignificadas. Las funciones de la lignina como un intra y pegamento intramolecular,
cruza varios componentes de la pared celular y se incrusta a las microfibrillas de
celulosa dentro de la matriz densa (Campbell y Sederof 1996). Autores como (Halpin et
al. 1994) obtuvieron por primera vez plantas transgénicas de tabaco con la composicion
de lignina alterado, por la expresion del gene antisentido CAD. La misma estrategia se
puso a prueba en alamo hibrido (Populus tremula x Populus alba) donde la actividad
del gen fue suprimida como cosupresion antisentido (Baucher et al. 1996). Las plantas
transgénicas de alamo obtenidas a partir del gen antisentido de la OMT mostraron una
reduccion de la actividad de la enzima y un cambio en la composicion de la lignina
(Jouanin et al. 2000) por otro lado (Hu et al. 1999) obtuvo plantas transgénicas de
alamo a partir de baja regulacion de la enzima 4CL y CAD estas plantas mostraron una

reduccion del 45% del contenido de lignina y el aumento de la celulosa en 15%.

2.2.7 Resistencia a insectos

La produccion de plantas resistentes a insectos via transformacién genética tiene dos
propiedades. La primera propiedad es el uso de las toxinas Bt de Bacillus thuringiensis,
esta toxina dafia el mecanismo digestivo de la larva que se alimenta de esta. La toxina

especificamente afecta a insectos que pertenecen al orden lepidoptera, diptera y
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colebptera, el cual incluye un nimero mayor de herbivoros de especies de arboles
forestales. Los genes de las toxinas Bt fueron usados por primera vez &lamo hibrido
por (McCown et al. 1991) por la via directa de transferencia de genes (Biobalistica). La
introduccion de los genes Bt resultaron en una reduccion significativa en la oruga de
camparfa (Malacosoma disstria), sobrevivencia y tasas de crecimiento de la larva polilla
gitana (Lymantra dispar). (Ellis et al. 1993) utilizé el mismo enfoque para producir
insecticida resistente al abeto blanco (Picea glauca). El abeto transgénico muestra
resistencia al gusano del abeto (Chorisoneura fumiferuna). Y el abeto europeo con
resistencia mejorada al defoliador comun barrenador de la nuez (Coleophora laricella)
(Hbn) que fue producida mediante transformaciéon mediada por Agrobacterium. Wang et
al. (1996) utilizaron la transformacion mediada por Agrobacterium para introducir la
delta endotoxina truncada de Bt en fragmentos de alamo,Populus nigra, para conferir
resistencia contra la polilla del alamo looper (Apocheima cineraius Erscheff). En China
estos dos insectos contaban con el 40 % de dafios en1989. Varios clones resistentes
fueron seleccionados a gran escala evaluados en campo. Meilan et al. (2000) demostro
altos niveles de defoliacion por el escarabajo de la hoja en los ensayos con alamo
hibrido transgénico en el Oeste USA. Debido a los altos niveles de presion natural de
los insectos, los arboles transgénicos tuvieron dafilos menores Yy crecieron
considerablemente mas rapido que los arboles no transgénicos. Los arboles contenian
el gene sintético Cry3a que fue impulsado por el virus del mosaico de la coliflor (CaMV)
promotor 35S y flanqueado por regiones matriz de uniones (Meilan et al. 2000). El
asunto de introducir nuevas caracteristicas defensivas en arboles se ha dado con un

claro ejemplo obtenido de la transformacion de Populus ssp. con la toxina del gene Cry
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de B. thuringiensis obtenido por (Hu et al. 2001). Las plantas transgénicas de Populus
nigra que expresa el gen de B. thuringiensis fueron obtenidas por (Wang et al. 2003),
las plantas transformadas mostraron resistencia a Apochemia cineraus y Lymantria
dispe. (Harcourt et al. 2000), a su vez obtuvieron plantas transgénicas de Eucalyptus
camaldulensis expresando el gen cry3A mostrando resistencia a las larvas de
Chrysophthata bimaculata, C. agricola, C. variicolis. Las plantas de Pinus taeda
también fueron transformados a través de biobalistica con una version sintética del
gene crylAc de Bt, aumentando la resistencia a Dendrolimus punctatus y Crypyothelea

formosicola (Tang y Tian 2003).

2.2.8 Usos de las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis como

bioinsecticidas

Desde su descubrimiento, los insecticidas quimicos han representado una alternativa
en el control de numerosos insectos plaga. Sin embargo el uso excesivo provoca
graves dafios al medio ambiente y a los seres vivos. Por lo que a principio del siglo
pasado una nueva forma de combatir a las plagas sin causar dafios al medio ambiente
es a partir del control biolégico basado en la utilizacion de enemigos naturales, la
aplicacibn de formulaciones bioinsecticidas que se componen de ingredientes
naturales, todas ellas forman una combinacion correcta de materiales o ingredientes de
tal manera que el ingrediente activo, junto con otros componentes, formen un producto
estable, seguro y facil de aplicar (Sawicka y Couch 2002). Bt es el organismo mas
empleado como ingrediente activo en los disefios de estas formulaciones por su alta

efectividad en los insectos plaga. Este agente microbiano es muy utilizado en la
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agricultura para el control de un gran nimero de plagas, principalmente pertenecientes
al orden Lepidoptera, las toxinas Cry presentan algunas caracteristicas importantes que
justifican su uso, como la ausencia de toxicidad en los seres humanos, en muchos de
los enemigos naturales de diversas plagas, en otros vertebrados y en las plantas, asi
como un espectro de accién reducido, lo que indica que puede ser altamente especifico
para una plaga determinada. Descubierta por Shigetane Ishiwata en 1901 (Aizawa
2001), y redescubierta por Berliner en 1911. El primer registro que se tiene del uso de
B. thuringiensis para el control de insectos fue en Hungria a finales de 1920, y en
Yugoslavia a principios de 1930 para el control del gusano europeo del maiz Ostrinia

nubilalis (Lord 2005).

2.2.9 Fusién de genes quiméricos

Otros genes utilizados para la transformacion genética, es a partir de la lectina de los
genes la flor de la campanilla (GNA1-Galanthus nivalis aglutininin) y el gene BtCry3
especifico contra escarabajos. Los experimentos en semilleros y pruebas de campo
confirmaron la influencia duradera del alimento de estas plantas transgénicas
(BtCrylAc + API) en el crecimiento del insecto. Los efectos de las lineas transgénicas
utilizando la combinacion de dos genes en algunos de los principales insectos
defoliadores en el norte de China fueron probados y publicado por (Yang et al. 2003).
Los bioensayos en la larva de la polilla gitana (Lymantria dispar L.), Scarce
Chocolatetip (Clostera anacoreta F.), Fall webworm (Hyphantria cunea D.), Vapourer
moth (Orgya antiqua L.) y Micromelalopha troglodita (G), mostraron que los clones

transgénicos tenian alta resistencia a estos insectos pero la actividad insecticida fue
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diferente en diferentes afios y en diferentes especies de insectos dentro del periodo de
observacion de cuatro afios (Liu et al. 2004a).Las practicas de silvicultura convencional
y técnicas de plantacion han contribuido significativamente al mejoramiento de
especies forestales de bosques, en el pasado y continla teniendo un impacto
sustancial en la ganancia genética y productividad de especies de arboles de
importancia economica proveyendo de mejores gemoplasmas y mejorando las
practicas de mantenimiento para plantaciones forestales. Los métodos de plantaciones
tradicionales son a menudo encogidos por los ciclos reproductivos largos de muchas
especies de arboles y la dificultad en mejoras significativas. La biotecnologia es un
adjunto a las practicas de mejoramiento tradicional y que utiliza descubrimientos
fundamentales en el campo de plantas de cultivo de tejidos para bosques clonales,

técnica de transferencia de genes, biologia molecular y gendmica (Nehra et al. 2005).

2.3 CONCLUSION

El trabajo de diversos grupos de investigacion en diversas especies forestales
maderables con fines comerciales, visualiza un mejor aspecto en la disposicion de las
herramientas biotecnolégicas como la IG. Mismas son de gran utilidad para aquellas
especies que se encuentran amenazadas o0 en peligro de extincion, recuperar el
material genético y modificar las caracteristicas de la especie forestal. Aungque sin bien
solo la especie Populus transgénico ha sido liberada para ser establecido en
plantaciones comerciales, el nUmero de especies es todavia restringido en programas
de cultivo in vitro y en condiciones de invernadero. Su aplicacion con fines comerciales
de cada una de las especies forestales donde son ejecutados eventos de

transformacion genética, tendra que esperar un poco mas, la incertidumbre en la
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poblacion de posible peligro de cruzas y la pérdida de especies nativas ha propiciado

un rezago en los adelantos cientificos.
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3. CONCLUSIONES GENERALES

El disefio de estrategias biotecnolégicas mediante un sistema de regeneracion in vitro
(embriogénesis somatica), permitira la apertura de futuros eventos de investigacion con
finalidades de realizar transformacién genética. Sin embargo para la especie C. odorata
representa uno de los principales aportes en la propagacion de esta especie de clima
tropical. Los resultados demostraron que se indujo los primeros embriones somaticos
en diversos estados de desarrollo. Para llevar a cabo embriogénesis somatica se
recomienda el tratamiento MS+2,4-D+0.5 mgL?'. Por otro lado el disefio de
herramientas biotecnoldgicas ha permitido que en este trabajo de investigacion se dé a
conocer los adelantos y avances sobre la mejora de diversas caracteristicas de las
especies maderables, asi como en las especies que poseen gran interés comercial. Es
necesario conocer las estrategias utilizadas y como diversos organismos que no son de
la misma especie pueden estar integrados en un mismo gene, principalmente en
especies forestales, lo que anteriormente no se podia realizar con los anteriores
métodos convencionales como cruza de variedades, el injerto y el tiempo de espera en
obtener el genotipo deseado. Ahora es posible y son aprovechadas esta capacidad

para la mejora de especies forestales que poseen gran importancia.
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