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RESPUESTA DE LINEAS TRANSGENICAS DE Ficus lyrata Warb.
PORTADORAS DEL GEN QUIMERICO Psaci2:ipt
A DIFERENTES AMBIENTES DE CULTIVO

Jhonathan Torres Amaro', Jesus Sangronis Herrera' y Alexander Hernandez'

RESUMEN

Ficus lyrata es una importante especie ornamental para interiores y paisajismo. Se evalud el comportamiento de cuatro lineas
transgénicas (tg) portadoras del gen Pgagyo:ipt y el testigo sin transformar (wt), ante cuatro ambientes de cultivo: 1) 78 pmol'm?s’
y 30 °C; 2) 42 pmol'm™>s™ y 27 °C; 3) 36 pmol'm™>s™ y 32 °C; 4) 18 pmol'm™s™ y 27 °C. Se emplearon vitroplantas en potes con
sustrato, cultivadas en umbraculo durante 270 dias antes de ser sometidas a los tratamientos. Las lineas transgénicas presentaron
menor contenido relativo de clorofila que el testigo sin transformar, pero mayor altura de planta y niimero de hojas. Entre las
lineas transgénicas, la tgl9 fue mas alta, con hojas mas grandes y menor niimero de ellas, mientras que la tg25 se mostré como
una planta de porte bajo con gran cantidad de hojas pequeiias. En términos generales, el efecto de la expresion del transgen fue
similar en todos los ambientes y consistid en incremento de la altura de las plantas y nimero de hojas, y reduccion del contenido
relativo de clorofila. Con base en el tamafio de la planta, nimero de hojas y coloracion del follaje, el ambiente 3 puede
considerarse el mas adecuado para el cultivo de esta especie con fines ornamentales.
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ABSTRACT

Response of transgenic lines of Ficus lyrata Warb. carrying Psaci12:ipt chimeric gene under different growing environments
Ficus lyrata is an important ornamental species as interior plant and for landscaping. In the present work there was evaluated the
behavior of four transgenic lines (tg) harboring the Pgagio:ipt gene and the wild type, without transforming (wt), exposed to
different culture environments: 1) 78 pmol- m™>s™ and 30 °C; 2) 42 ymol- m™>s™ and 27 °C; 3) 36 pmol- m™ s and 32 °C; 4) 18
pmol- m*s™ and 27 °C. Vitroplants in pots with substrate were cultivated in a shadehouse for 270 days before submitting them to
the treatments. The transgenic lines had lower relative chlorophyll content than the control, but they were taller with higher leaf
number. Among the transgenic lines, the tg19 was higher, with larger leaves, and fewer number of them, while the tg25 showed as
a low growing plant with many small leaves. In general terms, the effect of the expression of the quimeric gene was similar in the
four environments and promoted the increase of plant height and number of leaves, and reduction of chlorophyll content. Based
on plant height, leaves number and coloration of the foliage, the environment 3 can be considered to be most suitable for the
culture of this species for ornamental purposes.
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INTRODUCCION y la poca variabilidad en su aspecto (Poole y
Conover, 1988). Las particularidades de su
Ficus lyrata, de la familia Moraceae, es una biologia  reproductiva  hacen  dificil el
planta empleada como follaje para interiores mejoramiento genético clasico, por lo que se ha
debido al atractivo que presentan sus hojas y a la planteado la transformacion genética como una
alta capacidad de adaptacion a la luminosidad y alternativa de introduccion de caracteres de interés
humedad que existe en dichos lugares (Joiner, (Torres, 2005). Entre las posibilidades de
1981). También es muy utilizada en paisajismo. modificacion del aspecto externo y la tolerancia a
Entre los principales aspectos que requieren estreses ambientales se encuentra la introduccion
mejoramiento  genético  destacan la  fuerte de genes foraneos tal como la integracion del gen
dominancia apical de los juveniles, la tendencia a ipt al genoma vegetal (Khodakovskaya et al.,
la defoliacion en condiciones de baja luminosidad 2009).
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Se ha descrito que su introduccion en el
genoma incrementa los niveles endogenos de
citocininas en los tejidos (McKenzie et al., 1994),
con efectos de reduccion de la dominancia apical,
retraso de la senescencia y estimulo a la expresion
de genes relacionados con la tolerancia a estreses
ambientales (Brzobohaty et al.,, 1994). En el
presente trabajo se evalud el comportamiento de
cuatro lineas transgénicas portadoras del gen
Psaci2:ipt y el testigo sin transformar de F. lyrata,
ante diferentes ambientes de cultivo. Esto puede
contribuir a determinar las posibilidades de
emplear la metodologia de la transformacion
genética como herramienta para el mejoramiento
de especies en condiciones de baja irradiancia, a la
vez que se describe la expresion de dicho transgén
ante diferentes condiciones de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron vitroplantas de seis semanas de
edad, obtenidas a partir de la elongacion y el
enraizamiento de brotes axilares tomados de
material vegetal proveniente de la fase de
multiplicacion de cuatro lineas transgénicas de F.
lyrata (tgl9, tg23, tg25 y tgl09) portadoras del
gen quimérico Psagi2:ipt, y plantas sin transformar
(wt). Las transformaciones habian sido realizadas
en el Laboratorio de Cultivo de Células y Tejidos
Vegetales del Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Plantas (UPV-CSIC) en Valencia,
Espafia. Las vitroplantas fueron propagadas bajo
idénticas condiciones ambientales (temperatura de
2542 °C, fotoperiodo de 16 horas, irradiancia de
40 pumol'm™s™), durante ocho semanas después
del sub-cultivo, en medio de Murashige-Skoog,
sin reguladores de crecimiento. Se sometieron a
un proceso de aclimatizacion en camara hiimeda,
y luego de seis semanas fueron plantadas en
recipientes con sustrato compuesto por suelo,
arena y cascarilla de arroz (1:1:1 v/v) en el
umbraculo del Posgrado de Horticultura de Ia
Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”,
en Tarabana (10° 05' N y 510 msnm), estado Lara,
Venezuela, bajo una irradiancia maxima de 78
pmol'm?s™, temperatura media de 30 °C vy
humedad relativa media de 71 %, durante 270
dias. A lo largo de este tiempo se les aplico
fertirrigacion mensual con 3 gL' de fertilizante
soluble 20-20-20, mas oligoelementos quelatados).

El crecimiento de las plantas fue evaluado
mediante cuatro ensayos en los siguientes

ambientes de cultivo: 1) Umbraculo con
irradiancia promedio a mediodia de 78 pmol'm™s’
y temperatura diurna promedio de 30 °C. 2)
Laboratorio con iluminacion artificial de 42
pumol'm™>s™ y 27 °C. 3) Camara de crecimiento
(Lab Line Environ. Chamber), con 36 pmol-m™-s™
y 32 °C. 4) Similar camara de crecimiento, con 18
pumol'm?s' y 27 °C. Los experimentos se
condujeron bajo un disefio completamente al azar
con cinco tratamientos (las cuatro lineas tg mas el
testigo wt) y cuatro repeticiones.

A los 90 dias se midio, tanto en las lineas
transgénicas como en el testigo sin transformar, la
altura de planta y el nimero, ancho y longitud de
la hoja adulta mas reciente. También el contenido
relativo o indice de clorofila utilizando un
medidor SPAD-502 Minolta.

Se aplicoé un analisis combinado por ambiente
a la serie de experimentos con tratamientos
comunes e igual numero de repeticiones. Los
resultados fueron comparados mediante analisis
de varianza y pruecba de medias de Tukey
utilizando el programa SAS 7.02 (Cary, NC).

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 muestra los resultados del analisis
conjunto de los cinco genotipos, en promedio de
los cuatro ambientes. La tgl9 se destacd por las
mayores alturas de planta y dimensiones de las
hojas (P<0,05), tanto en longitud como en anchura
de la lamina foliar. Por el contrario, esta linea fue
la que mostré6 menor nimero de hojas entre las
plantas transgénicas. La tg25 resulto la linea
transgénica de menor altura, y con las hojas mas
pequefias, incluso menores que las del testigo
(P<0,05); en concordancia con esto, fue la planta
que presentd el mayor nimero de hojas.

Las tg23 y tgl09 mostraron un crecimiento
intermedio entre los dos genotipos anteriores en
cuanto a la altura de planta y niimero de hojas,
mientras que las dimensiones de sus hojas fueron
iguales entre si (P>0,05). La diferencia existente
entre las lineas transgénicas puede atribuirse a la
presencia del gen ipt el cual puede conferir
alteraciones en el desarrollo y estructura de la
planta (Smigocki, 1995).

El testigo sin transformar fue la planta que
mostré la menor altura y menor nimero de hojas
(P<0,05) entre todos los materiales evaluados.

Todas las lineas transgénicas presentaron
contenidos relativos de clorofila notoriamente
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inferiores al testigo. Esto se corresponde con los
resultados de Torres (2005), quien encontré que
las plantas transgénicas de F. lyrata portadoras
de gen quimérico PSAG12:ipt presentaban una
coloracion foliar mas amarilla que el testigo
sin transformar. Esta reduccion en la intensidad
del color en las lineas transgénicas podria ser
explicado por la reduccion de la movilizacion de
nitrogeno hacia puntos de consumo, tal como
ha sido descrito por Jordi et al. (2000) en tabaco.

El comportamiento promedio de los materiales
en los cuatro ambientes se presenta en el Cuadro
2. Se observa que en el ambiente 2 las plantas
tuvieron menor altura y menor ntimero de hojas
(P<0,05), pero al mismo tiempo éstas mostraron
mayor longitud. Asimismo, las plantas de los
ambientes 3 y 4 (camaras de -crecimiento)
presentaron mayor altura que en los ambientes 1 y
2 (P<0,05), como una posible consecuencia de la
menor irradiancia que alli existio.

Cuadro 1. Variables vegetativas de la planta e indice de clorofila a los 90 dias en cuatro lineas
transgénicas (tg) de F. lyrata y el testigo sin transformar (wt) cultivadas en cuatro ambientes

Material ~ Altura de planta Numero de Longitud de hoja ~ Ancho de hoja Indice de clorofila
(cm) hojas (cm) (cm) (SPAD)

Wt 5.03d 5.56d 793¢ 420b 41.89 a

Tgl9 11,66 a 20,19 ¢ 10,21 a 491 a 23,29b

Tg23 834D 26,63 b 8.89b 448D 21,12 ¢

Tga25 6,86 ¢ 32,63 a 599d 3.19¢ 23,06 be

Tgl109 6.60 ¢ 2231¢ 9.32b 420b 24.18 b

Valores con la misma letra no difieren, de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0,05)

Cuadro 2. Efecto de cuatro ambientes de cultivo sobre variables vegetativas de la planta e indice de
clorofila a los 90 dias en las cuatro lineas transgénicas de F. lyrata y el testigo sin transformar

Ambiente  Altura de planta Numerode  Longitud de hoja Ancho de hoja Indice de clorofila
(cm) hojas (cm) (cm) (SPAD)
Ambiente 1 7.63b 2240 a 7.84 c 3.59b 15.68d
Ambiente 2 7,66 b 17,00 b 923 a 442 a 28,16 b
Ambiente 3 8,46 a 21.85a 8.42Db 445a 37,63 a
Ambiente 4 8,64 a 24.60 a 8.39b 432 a 2535¢

Valores con la misma letra no difieren de acuerdo a la prueba de Tukey. (P<0,05). Ambiente 1= 78 umol'm™s"y 30 °C;
Ambiente 2= 42 pmol'm™s” y 27 °C; Ambiente 3 = 36 umol'm™s™' y 32 °C; Ambiente 4= 18 pmol'm™s" y 27 °C

Las plantas en el ambiente 1 presentaron
menor altura y menores dimensiones de las hojas,
y fueron las de menor contenido de clorofila
(P<0,05). Lo anterior podria atribuirse al nivel
relativamente alto de irradiancia (78 pmol'm™>s™)
que alli existio. Joiner (1981) sefiala un valor de a
67 pmol'm™s™” como la irradiancia maxima para
la produccion de Ficus en potes, y se ha
encontrado que valores menores ocasionan mayores
valores de altura de planta, area foliar e indice de
clorofila en Pinus halepensis (Puértolas et al., 2009)
y Tabebuia chrysotricha (Endres et al., 2010).

Por su parte, en los ambientes 3 y 4 (camaras
de crecimiento) las plantas resultaron muy
parecidas entre si en relacion a su altura y al
nimero y dimensiones de las hojas; pero en el
ambiente 4 las plantas mostraron menor contenido
de clorofila (P<0,05). Esto se atribuye al muy bajo
nivel de irradiancia (18 pmol'm™>s™) que existi6

en este ambiente.

En el ambiente 2 las plantas superaron a las
cultivadas en el ambiente 3 sélo en la longitud de
la hoja pero fueron inferiores en cuanto a la altura
de la planta, nimero de hojas y contenido de
clorofila (P<0,05), lo que le confiere ventajas al
ambiente 3. Es decir, si se considera el aspecto
general de las plantas, con base en el tamafio de la
planta, el nimero de hojas y la intensidad de la
coloracion del follaje, el ambiente 3 podria
considerarse el mas adecuado para el cultivo de
esta especie con fines ornamentales. Aunque
Joiner (1981) sefiala un valor de a 54 pumol'm™s™
como la irradiancia minima para la produccion de
Ficus en potes, el autor recalca que las exigencias
son variables para las diferentes especies.

Con respecto de la respuesta general de las
vitroplantas de Ficus lyrata ante los diferentes
ambientes de cultivo se encontré una mayor altura
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de planta y numero de hojas en las dos
condiciones de menor irradiancia, es decir, en las
camaras de crecimiento. Por su parte, la mayor
intensidad de verdor del follaje se observo en los
ambientes de baja irradiancia.

Dado que el rango de wvariacion de la
temperatura entre los cuatro ambientes fue muy
estrecho (27-32 °C), el efecto de ésta sobre las
plantas habria sido pequefio; de hecho, se
observaron diferencias significativas en las
respuestas de las plantas cultivadas en ambientes
con igual temperatura (ambientes 2 y 4), y alta
similitud de ellas en ambientes con la mayor
diferencia en temperatura (ambientes 3 y 4).

En general, hubo diferencias mas marcadas
sobre la morfologia de las plantas por efecto de las
diferencias entre el material genético que por
efecto de los diferentes ambientes estudiados. Tal
parece que el efecto morfolégico producto de la
expresion del gen quimérico no esta ligado
directamente a la exposicion a condiciones
ambientales o que la intensidad del estrés en los
diferentes ambientes no fue suficiente para
desencadenar ~ una  respuesta  claramente
perceptible en las variables estudiadas.

Las diferencias morfologicas detectadas entre
las lineas transgénicas y el testigo sin transformar
indican que la expresion del gen quimérico
PSAGI12:ipt confirié determinadas caracteristicas
a las lineas, lo que podria ser potencialmente
considerado como una referencia para el
desarrollo de aplicaciones en horticultura.

CONCLUSIONES

Las lineas transgénicas presentaron contenidos
relativo de clorofila considerablemente inferiores
al testigo sin transformar, pero mayores
dimensiones de sus caracteristicas morfologicas.
Entre las lineas transgénicas, la tg19 fue mas alta,
con hojas mas grandes y menor nimero de ellas,
mientras que lo opuesto se observo en la tg25. En
general, el efecto de la expresion del gen
quimérico Psago:ipt consistié en incremento de la
altura de las plantas y del niimero de hojas, asi
como la reduccion de intensidad del color del
follaje. En promedio, el ambiente 3 lucié como el
mas adecuado para el cultivo de esta especie.
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