EL DESARROLLO DE CEREALES TRANSGENICOS'

The development of transgenic cereals

Hugo Campos de Q.2

crops.

SUMMARY

In this review topics about the production of transgenic cereals in four species: wheat, rice, maize
and barley are discussed, as well as the related technological breakthroughs obtained so far. The
main difficulties faced in the transgenic cereal production are the inherent low regenerative ability
of monocotyledonous tissues as well as the lack of high expression promoter genes for cereals

Furthermore, the advantages of the biolistic as a methodology for the production of transgenic
plants in recalcitrant species are emphasized. The production of transgenic cereals certainly is a
complementary contribution to conventional plant breeding.
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INTRODUCCION

El mejoramiento genético tradicional de los cerea-
les ha desarrollado aplicaciones tan productivas
como las variedades hibridas en maiz, asi como
la obtencién de variedades de trigo y arroz del tipo
semienano, de un mayor indice de cosecha, am-
plia adaptacién y elevada respuesta a la fertili-
zacién nitrogenada. Se estima que alrededor de
un 50% del incremento en los rendimientos obte-
nidos por los cereales durante los Gltimos 30 afios
se debe exclusivamente al desarrollo de varieda-
des mejoradas. Sin embargo, la produccién mun-
dial de cereales presenta una tendencia decre-
ciente en los tltimos diez afios (Vasil, 1995).

En paralelo, durante los Gltimos 15 afios han sido
desarrolladas una serie de metodologias mediante
las cuales ha sido posible potenciar el mejora-
miento genético de numerosas especies, asi como
optimizar los procesos de generacién de variabi-
lidad genética y posterior seleccidén de los mate-
riales segregantes. A pesar del progreso tecno-
légico, los avances obtenidos con la produccion
de cereales transgénicos, entendiéndose como tal
a aquéllos que poseen, integrados en forma esta-
ble, genes distintos a los habitualmente existente
en su composiciéon genética, han sido sustancial-
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mente inferiores a aquellos obtenidos con espe-
cies dicotiledéneas. El presente trabajo presenta
algunas de las dificultades enfrentadas en la
transgénesis de las especies cereales, asi como
los resultados obtenidos.

Regeneracion in vitro

La principal dificultad enfrentada en el desarrollo
de cereales transgénicos es la escasa "dediferen-
ciacion" y posterior regeneracién que se obtiene
a partir de los callos de tales especies, asi como
la gran cantidad de tiempo requerido para desa-
rrollar suspensiones embriogénicas de elevada
capacidad regenerativa (Vasil et al.,, 1992; Wan
y Lemaux, 1994). Ademas, la transformacién ge-
nética de los cereales mediante Agrobacterium
tumefaciens, sistema utilizado en especies dico-
tiledéneas, ha sido practicamente improductiva.
Una vez que la célula vegetal de un cereal ha sido
penetrada por A. tumefaciens no responde “dedi-
ferencidndose"”, por el contrario, acumula com-
puestos fendlicos necrosandose, impidiendo asi
la expansién de los genes introducidos al resto
de la planta (Potrykus, 1990).

La situacién anterior ha sido superada mediante
el desarrollo de suspensiones embriogénicas, a
partir de las cuales es factible inducir {a formacién
de embriones somaticos. Los embriones sométi-
cos se desarrollan in vitro a partir de células
somaticas, siendo anatdmica, morfoldgica, fisiold-
gica y molecularmente equivalentes a los embrio-
nes zigoéticos originados en la reproduccion sexual
de un vegetal (Kiyosue et al., 1993). Las suspen-

AGRICULTURA TECNICA (CHILE) 55 (1): 37 - 41 (ENERO - MARZO, 1995)



38

siones embriogénicas se originan a partir de em-
briones inmaduros, los cuales, cultivados in vitro,
originan callos tipo C, atiles como material recep-
tor para transformaciones genéticas (Vasil et al.,
1992). Asimismo, la utilizacién directa de embrio-
nes inmaduros ha permitido incrementar la efi-
ciencia de la transformacién genética de trigo
(Weeks et al., 1993).

Genes promotores

La introduccién de un gen determinado a una
especie vegetal, mediante una transformacién
genética, requiere la construccién de un gen
quimérico, en el cual se integran el gen estructural
de interés agronémico, un gen marcador de selec-
cién y, finalmente, un gen promotor. Los genes
promotores regulan el periodo durante el cual se
expresara el gen estructural, la velocidad de ex-
presién del gen estructural, los tejidos en los
cuales se expresara, asi como las variaciones en
el comportamiento de dicho gen frente a fluctua-
ciones del medio ambiente. En especies dicotile-
ddneas, en forma rutinaria se utiliza el gen promo-
tor CaMV 358, asi como ciertos genes de expre-
sion especifica en semillas (Block, Brower y
Tenning, 1989).

Los mecanismos moleculares reguladores de la
expresién génica son distintos en las diversas
especies. En efecto, la expresién génica de los
genes promotores utilizados en especies dicoti-
ledéneas se reduce en un factor de 10 a 50 en
especies monocotiledéneas (Kyokuza et al., 1993;
Last et al., 1991). En consecuencia, una segunda
dificultad existente en el desarrollo de cereales
transgénicos, es la ausencia de genes promotores
de elevado rendimiento (McElroy y Brettell, 1994).

El desarrollo de nuevos genes promotores, combi-
nando secuencias de origen mono y dicotiledéneo,
ha permitido obtener niveles aceptables de expre-
sion en los cereales transgénicos desarrollados.
Ejemplo de lo anterior es el gen promotor CaMV
35S-Intrén Adh1, el cual incluye el intréon 1 del gen
que codifica la enzima alcohol deshidrogenasa en
maiz, combinacién efectiva en maiz, avena y trigo
(Fromm et al., 1990, Vasil et al., 1992). En para-
lelo, se han desarrollado genes promotores de
origen monocotiledéneo de elevada expresion
génica en cereales, como es el caso del gen Ubi1-
Intrén1-Ubi1, proveniente de maiz, asi como el
gen Act1-Intrdn1-Actt, proveniente de arroz, los
cuales se han utilizado en cebada, trigo y arroz
(Taylor, Vasil y Vasil, 1993; Wan y Lemaux,
1994).
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Genes marcadores de seleccién

Otra limitante enfrentada en el desarrollo de
cereales transgénicos se refiere a los genes
marcadores de seleccién utilizados, mediante los
cuales es factible aislar e identificar las células
efectivamente transformadas, puesto que la trans-
formacién genética de plantas es un proceso muy
poco eficiente (Hauptmann et al., 1988). Un mar-
cador de seleccién ampliamente utilizado es el
gen NPT-ll, el cual confiere a las células que lo
portan tolerancia a antibiéticos aminoglicésidos,
como es el caso de la kanamicina (Hayford et al.,
1988). Los cereales, en general, y el arroz en par-
ticular, poseen un cierto nivel de resistencia natu-
ral a la kanamicina, por lo cual los resultados
obtenidos con dicho gen marcador de seleccion
no han sido satisfactorios (Terada y Shimamoto,
1993).

Solamente a través del desarrollo de genes mar-
cadores de seleccién como el gen "bar" prove-
niente de Streptomyces hygroscopicus, el cual
codifica la tolerancia al herbicida fosfinotricina,
han sido desarrollados cereales transgénicos en
forma reciente (McElroy y Brettell, 1994; Terada
y Shimamoto, 1993).

Cereales transgénicos desarrollados

No obstante las dificultades enfrentadas, algunos
grupos de investigadores han generado cereales
transgénicos. Puesto que la productividad del sis-
tema Agrobacterium, utilizado en forma rutinaria
en plantas dicotiledéneas se ve extremadamente
reducida en especies cereales, numerosas otras
metodologias han sido utilizadas. La técnica mas
eficaz ha resultado ser la "biolistica”, la cual
consiste en el envio a alta velocidad de proyectiles
de oro o tungsteno, recubiertos con un plasmido
portador del gen quimérico respectivo, hacia los
tejidos vegetales que se desean transformar gené-
ticamente (Klein et al., 1992; Li et al., 1993,
Reggiardo et al.,, 1991). La biolistica permite
transformar genéticamente un mayor nimero de
genotipos, asi como utilizar tejidos que permiten
una rapida y efectiva regeneracién in vitro de las
plantas transgénicas generadas. A continuacion
se discuten los resultados obtenidos para las
especies cereales.

Trigo

Las primeras plantas transgénicas de trigo se
generaron en 1992 (Vasil et al.,, 1992). Se obtu-
vieron plantas transgénicas tolerantes al herbicida
fosfinotricina, mediante la introduccién del gen
"bar". El tejido receptor utilizado fue suspensiones
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embriogénicas, a partir de las cuales es factible
inducir la formaciéon de embriones somaticos. El
gen promotor empleado fue la fusion CaMV 35S-
Adh1.

Un avance significativo en la obtencién de trigo
transgénico fue el desarrollo de un protocolo de
transformacién genética que utiliza otros tejidos
vegetales en lugar de suspensiones embriogé-
nicas como tejido receptor, a objeto de reducir el
tiempo involucrado e incrementar ia productividad
de la técnica. Weeks et al. (1993), mediante el
uso de embriones zigéticos inmaduros como tejido
receptor, obtuvieron numerosas plantas transgé-
nicas tolerantes al herbicida fosfinotricina, con un
rendimiento de 1 a 2 plantas transgénicas por
1.000 embriones bombardeados. El gen promotor
utilizado fue Ubi1 proveniente de maiz, mientras
el gen marcador de seleccién "bar” se incluyé den-
tro del gen quimérico diseflado, a objeto de recu-
perar los embriones efectivamente transformados.

Cebada

En cebada, se han obtenido plantas transgénicas
portadoras de dos genes, el gen bar y el gen codi-
ficador de la cubierta proteica del VEAC (Virus del
enanismo amarillo de la cebada), mediante el uso
de la biolistica con particulas de oro. Como gen
promotor se utilizé el gen Adh1 proveniente de
malz, utilizandose el gen "bar" como marcador de
seleccién. El material vegetal utilizado fue embrio-
nes zigoéticos inmaduros (Wan y Lemaux, 1994).
Se generaron numerosas plantas, las cuales
transmitieron a su progenie los genes introducidos
(Wan y Lemaux, 1994).

Arroz

El primer cereal transgénico se desarrollé en esta
especie (Hayakawa et al.,, 1992), obteniéndose
plantas transgénicas tolerantes al virus del estria-
do del arroz. La metodologia utilizada habitual-
mente en esta especie es la incorporacién de
genes a protoplastos mediante electroporacién y
PEG (Polietilenglicol), puesto que el arroz es una
especie cereal, para la cual existen las tecnolo-
glas requeridas para desarrollar plantas a partir
de protoplastos (Gupta y Pattanayak, 1993). El
componente genético ha resuitado ser extrema-
damente importante, puesto que si bien el desa-
rrollo de regenerantes de arroz del tipo japonica
es rutinario en numerosos laboratorios, el desa-
rrollo de regenerantes del tipo indica es mucho
més complejo (Terada y Shimamoto, 1993).

Genes promotores utilizados frecuentemente en
la produccién de arroz transgénicos son el CaMV

35S, Adh1, Act1-Intrén1-Act1 y Ubi1-Intrén1-Act1
(Terada y Shimamaoto, 1993; Datta et al., 1993,
McElroy y Bretell, 1994).

Maiz

El método mas eficaz para desarrollar maiz trans-
génico es la biolistica, utilizando como material
vegetal callos friables embriogénicos o suspen-
siones celulares (Fromm\set al., 1990). Una des-
ventaja del uso de callos se debe a la generacién
de quimeras a través de los mismos, por lo cual
la presién de selecciéon debe extenderse en el
tiempo, reduciéndose en consecuencia la capaci-
dad regenerativa de los tejidos vegetales, a la vez
de inducir la formacion de numerosas plantas es-
tériles y anormales (Terada y Shimamoto, 1993).

El gen promotor mas utilizado en la transforma-
cién genética del maiz es la combinacién CaMV
35S8/intréon Adh1 (Fromm et al., 1990; Reggiardo
et al., 1991). En relacién a los genes marcadores
de seleccion utilizados, los mas frecuentes son el
gen "bar", asi como un gen que codifica la tole-
rancia al herbicida clorsulfuron (Fromm et al.,
1990). Los genes insertados han sido transmitidos
a la progenie en forma mendeliana, 1o cual confir-
ma la insercion en forma estable de los genes
introducidos al genoma del maiz.

Una de las aplicaciones comerciales de la trans-
génesis en maiz es el desarrollo de plantas trans-
génicas mediante biolistica que expresan el gen
crylA(b), el cual codifica la sintesis de una pro-
teina con propiedades insecticidas, obtenido de
Bacillus thuringiensis var. Kurstaki HD-1. Las
plantas se evaluaron a nivel de campo, determi-
nandose que el gen se expresd en forma correcta
en las plantas transgénicas, las cuales presenta-
ron un nivel de resistencia al gusano barrenador,
Ostrinia nubalis, significativamente superior al de
las plantas testigo, exhibiendo ademas las prue-
bas moleculares que respaldan dicha expresién
fenotipica (Koziel et al.,, 1993).

Los resultados positivos obtenidos con la transfor-
macion genética del maiz, aunados con el desa-
rrollo de un sistema de machoesterilidad mole-
cular basado en la expresion de genes codifica-
dores de ARNasas regulados por promotores de
expresién especifica en tejidos como anteras y
tapete (Marianni et al., 1992), ofrecen el potencial
de modificar el sistema de produccién de hibridos
de maiz actualmente en uso, reduciendo su de-
pendencia actual de la mano de obra requerida
para despanojar las lineas utilizadas como proge-
nitores maternos.
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Como se desprende del presente articulo, si bien
existen avances significativos en el desarrollo de
cereales transgénicos, deben superarse ain una
serie de limitantes tecnoldgicas a objeto de incre-
mentar la productividad de la técnica. Ademsds,
resalta la utilidad de la biolistica para la produc-
cién de materiales transgénicos, puesto que su
simplicidad técnica, aunada con el reducido costo
implicado en su fabricacién (el costo del material
requerido se estima en US$ 500) (Reggiardo et al.,
1991), asi como los resultados generados en es-
pecies cereales con dicha técnica, la convierten
en una alternativa factible de utilizar en paises
como Chile.

Tanto en el corto como a mediano plazo, el factor
limitante en el desarrollo de cereales transgénicos
es la disponibilidad de genes de importancia agro-
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némico/tecnolégica. Ejemplo de lo anterior, son
los genes involucrados en la tolerancia del trigo
a niveles elevados de Al*® en el suelo (Snowden
y Gardner, 1993), los cuales han sido clonados y
secuenciados. Del mismo modo, los genes que
codifican ciertos componentes de la calidad pana-
dera del trigo y la calidad maltera de la cebada
podrian ser utilizados para incrementar el poten-
cial agroindustrial de tales especies (Shewrry ot
al., 1993). Tanto éstos gomo otros genes, permi-
tiran desarrollar otros cereales transgénicos, a
objeto de potenciar en forma complementaria el
mejoramiento genético tradicional y de incremen-
tar el progreso genético. En paralelo, sera factible
incrementar la utilizacién agroindustrial de los ce-
reales, mejorandose, en consecuencia, sus pers-
pectivas econémicas.

RESUMEN

La presente revision discute algunos aspectos de
la produccién de cereales transgénicos en cuatro
especies: trigo, arroz, maiz y cebada, asi como
los avances tecnolégicos obtenidos al respecto.
Las principales dificultades existentes en la pro-
duccién de cereales transgénicos son la inherente
baja capacidad regenerativa de los tejidos mono-
cotiledoneos, asi como la falta de genes promo-
tores de elevada expresidn en cereales.

Ademads, se destacan las ventajas de la biolistica
como una metodologia mediante la cual puede

producirse plantas transgénicas en especies recal-
citrantes.

La obtencion de cereales transgénicos es, sin
duda alguna, un aporte complementario al mejo-
ramiento tradicional.

Palabras claves: cereales, mejoramiento genéti-
co, biotecnologia, transgénesis.
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