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RESUMEN: La planta de algodén se cultiva principalmente por la fibra, el aceite que se extrae de la semilla que puede
utilizarse como aceite comestible y el aprovechamiento de la torta de algodén como forraje. Esta planta es resistente a
condiciones de sequia y salinidad del suelo. Sin embargo, posee algunos caracteres que limitan su productividad. Es por
ello que requiere de programas de mejoramiento genético, pero los programas por métodos tradicionales estan limitados
por varios factores en este cultivo, por lo que las técnicas biotecnoldgicas constituyen alternativas para lograr los objetivos
de la mejora. En el trabajo se realizé una breve revision de la literatura cientifica nacional e internacional sobre el origen,
la distribucion e importancia del cultivo, asi como los antecedentes de la regeneracion de plantas y los métodos de
mejoramiento, mediante la transformacion genética, en el cultivo del algodon. Se pone a disposicion del lector un
compendio de resultados como preambulo para el desarrollo de futuras investigaciones en la regeneracion de plantas y
mejora genética de Gossypium spp. por métodos biotecnologicos.
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ABSTRACT: The cotton plant is cultivated mainly by the fiber, the oil that is extracted of the seed that can be used like
eatable oil and the use of the cotton cake like forage. This plant is resistant to conditions of drought and salinity of the soil.
However, it possesses some characters that limit their productivity. It is for it that requires of programs of plant breeding,
but the programs for traditional methods are limited by several factors in this cultivation, for what the biotechnical
techniques constitute alternatives to achieve these objectives. In the work was carried out a brief revision of the national
and international scientific literature about the origin, the distribution and the cultivation importance, as well as the
antecedents of the regeneration of plants and the methods of breeding, by means of the genetic transformation, in the
cotton cultivation. It seeks to put on to the reader's disposition a summary of results as preamble for the development of
future investigations in the regeneration of plants and breeding genetics of Gossypium spp. for biotechnical methods.
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INTRODUCCION

El algoddn (Gossypium spp.) es una de las oleaginosas
mas cultivada mundialmente para la extraccién de aceite, con
un total de 32,26 millones de toneladas de aceite producido
en 2020 (1). La planta de algodén se cultiva principalmente
por su fibra, el aceite que se extrae de la semilla que puede
utilizarse como aceite comestible y el aprovechamiento de
la torta de algodon como forraje. La cascara de la semilla
puede aprovecharse como forraje crudo y cama para el
ganado, como abono o combustible (2). Esta planta es
resistente a las condiciones de sequia y salinidad del suelo,
sin embargo, posee algunas caracteristicas desfavorables
como el extenso periodo vegetativo, la fibra es gruesa y de
corta longitud, ademas de la susceptibilidad a patégenos
del suelo como Rhizoctonia solani, Pythium spp., Fusarium
y Thielaviopsis basicola, que provocan la caida de las
plantulas (3).

Ante este problema, es necesario desarrollar programas
de mejoramiento genético para este cultivo. Aunque es de
sefialar que en el algoddn el uso de métodos tradicionales
de mejoramiento genético esta limitado por varios factores;
entre ellos, la complejidad del caracter a mejorar, la
influencia del medio ambiente y los largos periodos de
seleccion, aspectos que los encarecen significativamente (4).
El uso de métodos biotecnolégicos constituye una alternativa
para el desarrollo de estos programas de mejoramiento
en el cultivo, aunque para establecer los métodos de
mejora biotecnoldgica, es requisito imprescindible contar
con una metodologia de regeneracion vegetal eficiente y
reproducible (5).

En el presente trabajo se realiza una breve introduccion
al origen, distribucion e importancia del cultivo del algodon,
los antecedentes para la regeneracion de plantas in vitro
y los métodos de mejoramiento genético en esta especie,
con énfasis en las técnicas biotecnoldgicas. Se pretende
poner a disposiciéon de la comunidad cientifica una
recopilacién de resultados como introduccion para el
desarrollo de futuras investigaciones en la propagacion y
mejora genética de Gossypium spp. mediante la aplicacion
de métodos biotecnoldgicos.

DESARROLLO

Origen, clasificacion taxonémica y distribucion

El género del algodén (Gossypium spp.) incluye,
aproximadamente, 50 especies distribuidas en regiones
aridas y semiaridas del tropico y subtrépico. Incluye cuatro
especies que han sido independientemente domesticadas
por su fibra, dos en Africa, una en Asia y otra en América (6).

Su clasificacion taxonémica es la siguiente (7): Reino:
Plantae, Division: Tracheophyta, Clase: Magnoliopsida,
Orden: Malvales, Familia: Malvaceae, Género: Gossypium.

Este proceso paralelo de domesticacion involucré cuatro
especies, dos de América: G. hirsutum y G. barbadense, y
dos de Africa y Asia: G. alborean y G. herbaceum (7).

Existen diversos criterios sobre el origen del algodon.
La discusidon sobre los centros de origen, segun estudios

recientes, establece que no se ha determinado. Sin
embargo, se ha descrito que los centros primarios de
diversidad bioldgica para este género son América Central
y Sudamérica con 18 especies, entre las cuales 11 se
encuentran en la zona centro-oeste y el sureste de México y
dos en Peru y las Islas Galapagos (una especie de Hawai).
En el Noreste de Africa y Arabia se identifican 14 especies,
mientras que en Australia 17 especies (8).

Importancia del cultivo

El algoddn es un producto cultivado en mas de 75 paises
de los cinco continentes, generando ingresos y empleo rural,
lo que significa un ingreso vital para la economia de hogares
rurales y un aporte a la seguridad alimentaria de la Agricultura
Familiar. La cadena de valor del algodon genera productos
agricolas, fibras, textiles y prendas de vestir industriales y
artesanales, asi como el aprovechamiento de co-productos
como oportunidades de negocio para la alimentacion, salud,
cosmética, entre otros, lo que dinamiza las economias
nacionales y regionales (9).

Al cierre de la campana 2020/2021, la demanda mundial
de algodén ascendi6 a 25,5 millones de toneladas, con un
aumentode 12,4 %. Enla campafia 2021/2022, la produccion
mundial de este rubro alcanzé 25 millones de toneladas, lo
que representé un incremento del 3 % (10).

Métodos de regeneracion de plantas in vitro

La biotecnologia moderna involucra el establecimiento de
cultivo de tejidos y sistemas de transferencia de genes, lo
que garantiza la obtencidon de caracteristicas especificas
deseadas, que aporta hacia el mejoramiento del cultivo
en cuestion e implica la habilidad de regenerar un gran
numero de plantas (11). Las principales vias de regeneracion
de plantas in vitro en algodon son: organogénesis (12) y
embriogénesis somatica (13).

Organogénesis

La organogénesis es la formacién de o6rganos (hojas,
tallo, raices), a partir de yemas o primordios desarrollados
sobre la superficie de callos o de explantes; generalmente,
se inicia con la formacion de hoja y tallo, y continta
con la formacién de raices (14). La organogénesis implica
la formacion de estructuras monopolares que establecen
conexién vascular con el tejido del que derivan, su origen es
multicelular. Normalmente, los tallos y raices se forman de
modo independiente y se caracterizan por la falta de union
entre elementos vasculares de ambas estructuras (15).

La organogénesis involucra la regeneracion de brotes
directamente de células meristematicas o de tejidos proximos
a estas. Los brotes pueden surgir de los tejidos de
los explantes con o sin la fase de callo. Ademas, es
menos dependiente del genotipo en comparaciéon con
la embriogénesis somatica, ya que cada planta tiene
meristemos axilares capaces de regenerar. Sin embargo,
la respuesta es diferente entre los cultivares, lo que depende
del vigor, nivel de crecimiento de los explantes in vitro y la
sensibilidad a los componentes del medio de cultivo (16).
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En este sentido, y durante la regeneracion de plantas via
organogeénesis en tres cultivares de algodén de Gossypium
hirsutum, y utilizando como explante inicial apices, el
mayor rango de elongacion de los brotes se observé con
11,1 uM de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y 0,1 % (w/v) de
carbon activado, asi como un incremento del crecimiento en
presencia de Kinetina (kin). Ademas, se obtuvo alta eficiencia
en el enraizamiento con 0,98 uM de Acido Indolbutirico (AIB)
y carbén activado (17).

Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es una técnica de la
biotecnologia que permite la obtencion de embriones a partir
de células somaticas vegetales, sin que exista la union de
los gametos. Esta técnica y el cultivo de tejidos vegetales,
en general, se basan en el principio de la totipotencialidad
celular, propuesto por Haberlandt en 1902 (18), que consiste
en que todas las células vegetales tienen la capacidad de
regenerar plantas completas.

Existen dos tipos de embriogénesis somatica: directa e
indirecta. La via directa involucra la formacion de embriones
directamente a partir de un segmento del explante sin la
previa formacion de callos. La via indirecta, se da a través de
una fase intermedia de formacion de callos (19) y se observa
con mayor frecuencia que la embriogénesis somatica directa
(20). En ambos casos, para plantas monocotiledéneas,
los embriones somaticos transitan a través de etapas
similares a las observadas en un embrion cigético: globular,
acorazonado, torpedo, cotiledonar y embrion maduro (21).

En el afno 1979, se informaron los primeros trabajos via
embriogénesis somatica en Gossypium koltzchianum, pero
sin llegar a obtener plantas completas (22). Posteriormente,
y desde la primera mitad de los 80, se han desarrollado
algunos métodos de regeneracion de plantas por esta via
en Gossypium spp., en este sentido, para la especie G.
hirsutum L. cv. Coker se describi6 por primera vez en
1983 la regeneracion de plantas por embriogénesis somatica
(23). Desde entonces, ha tenido un progreso significativo el
empleo de esta via de regeneracién en el cultivo de tejidos
en algodon (24). Distinguiéndose, similar a otros cultivos, las
fases de induccién y formacion, proliferacion, maduracion,
germinacioén y conversion de embriones somaticos muy bien
definidas (25).

La induccion del proceso consiste en la terminacién del
patron de expresién de genes presentes en el tejido del
explante; y se reemplaza por un programa de expresion del
gen o genes en las células del tejido cultivado, que puede dar
lugar a embriones somaticos (26). Estas células dependen
de diferentes factores para lograr una alta frecuencia de
formacion de callos, entre ellos, el genotipo, el tipo de planta
donante, la edad o etapa de desarrollo del explante, el
ambiente in vitro que incluye la composicion del medio de
cultivo y las condiciones fisicas (luz, temperatura, humedad
relativa) (27). También, existen referencias sobre la influencia
del tipo de explante en la formacion de callos, ya sea
hojas, peciolos, raices, semillas, cotiledones, meristemos,
embriones cigoticos, entre otros (28).

Factores que inciden en el desarrollo de la
embriogénesis somatica en el algodén

Genotipo

La capacidad de regeneracion de plantas muestra amplias
diferencias entre familias, géneros, especies, e incluso,
entre genotipos de la misma especie. Generalmente, las
plantas dicotiledéneas se regeneran mas facilmente que
las monocotiledéneas. La capacidad de regeneracion en
la familia Malvaceae vy, particularmente, en el género
Gossypium, se considera muy baja (29). La regeneracion de
plantas y la transformacién genética del algodén, mediante
técnicas de ingenieria genética, esta estrechamente
asociada al genotipo, la mayoria de los protocolos han sido
ajustados para variedades modelo. Sin embargo, muchas de
las variedades élite de este cultivo son recalcitrantes y no
responden favorablemente a la manipulaciéon genética (17).
También, se han observado diferencias en la capacidad de
regeneracion y propagacion in vitro de plantas de algodon
procedentes de varios cultivares de la especie G. hirsutum
(30). Estos aspectos corroboran la necesidad de estudiar
cada genotipo y realizar un ajuste u optimizacion de los
protocolos de regeneracion de las plantas.

Explante

Existen evidencias de que todos los tejidos tienen la
capacidad de formar callos in vitro, aunque no todos son
embriogénicos. Los tejidos embrionarios y los tejidos muy
jévenes son los que poseen una respuesta embriogénica
activa. Un aspecto importante a considerar para el
establecimiento de un eficiente protocolo de regeneracion
de plantas es el tipo de explante inicial (31). En el
cultivo del algodon se ha descrito el uso de diferentes
tipos de explante para el desarrollo de la embriogénesis
somatica. Entre los mas usados se encuentran los que
provienen de la reproduccion sexual como ovarios, évulos,
embriones cigoéticos, anteras, asi como raices, hojas,
segmentos de plantulas jévenes (cotiledones, hipocotilos)
(32), y segmentos de tallo de plantas de semillas germinadas
in vitro (3).

Ademas, recientemente se informé sobre el uso de
segmentos de hojas jovenes de Gossypium barbadense L.
cultivar ‘MSI’, de plantulas crecidas en condiciones in vitro,
como explante inicial para la formacién de callos (33).
En el cultivo del algodén no se han encontrado trabajos
precedentes sobre el empleo de este tipo de explante,
sin embargo, este ha sido utilizado exitosamente para el
desarrollo de protocolos de regeneracion de plantas en
especies tales como Secale cereale L. (34), Handroanthus
heptaphyllus (35) y Lavandula angustifolia L. (36).

Oxidacion de compuestos fendlicos

Uno de los factores que afecta con frecuencia durante
el aislamiento de los explantes, en el cultivo in vitro, es
la oxidacion de los compuestos fendlicos liberados por las
células dafadas durante el proceso de diseccion de los
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organos fuente de los explantes. Algunas practicas para
contrarrestar este efecto incluyen el uso de sustancias
antioxidantes como el acido ascérbico, el &cido citrico, la
cisteina, el carbdén activado, entre otros, o las mezclas de
algunos de estos compuestos (37).

El acido ascorbico es uno de los antioxidantes mas usados
en el cultivo de tejidos vegetales, actia como amortiguador
redox en las plantas y tiene un importante papel en su
metabolismo. Este acido es un cofactor de las enzimas,
interviene en varios procesos fisioldgicos de las plantas,
entre ellos, division celular, metabolismo de la pared y
expansion celular, formacion del meristemo apical, desarrollo
de la raiz, fotosintesis, regulacién de la florescencia y de la
senescencia de las hojas (38).

En la literatura cientifica, nacional e internacional, existen
pocas referencias del uso de antioxidantes para controlar
la oxidacion de los compuestos fendlicos en el cultivo del
algodon. Los autores de un estudio realizado en el cultivar
‘MSI' de algoddn observaron que, durante la formacién de
callos con estructuras embriogénicas, se formaron estos
compuestos; lo que fue controlado con la adicion al medio
de cultivo de 60 mg L' de acido ascoérbico. La incorporacion
de este antioxidante al medio, en presencia del acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), contribuy6 a la formacion de un
mayor nimero de callos total y de callos embriogénicos (33).

Medio de cultivo

El medio de cultivo compuesto por las sales de Murashige-
Skoog (MS) (39) es el mas utilizado para la embriogénesis
somatica en especies dicotiledéneas (40). En general, y en
particular en algodén, se han hecho varias modificaciones
a este medio de cultivo para la regeneracion de plantas por
esta via morfogenética. En tal sentido, se ha modificado
el medio MS con la adicién de vitaminas Gamborg B5.
Evidencias de lo anteriormente expuesto son los resultados
favorables durante la formacién de callos, utilizando el medio
de cultivo MS, en diferentes cultivares de Gossypium spp.
(41). También, se ha logrado con éxito la formacion de callos,
en este género, al utilizar el medio de cultivo MSB (Sales MS
mas vitaminas Gamborg B5) (40- 43).

Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento de las plantas son
compuestos que tienen un papel regulador mas que
nutricional en el crecimiento y desarrollo de los tejidos
vegetales. En el proceso de formacién de callos, el regulador
de crecimiento utilizado juega un papel fundamental (44).
El 2,4-D es uno de los mas empleados en el cultivo de
tejidos para estos fines (45). El potencial de la regeneracion
también es influenciado por la presencia de los compuestos
reguladores en el medio de cultivo. Es por ello que,
en los protocolos para la regeneracion de plantas se
utilizan diversos tipos y concentraciones de reguladores
de crecimiento.

Con respecto al algodon, existen diferentes criterios sobre
la concentraciéon de 2,4-D a emplear en el proceso de
formacion de callos. Esta auxina ha resultado de gran utilidad

para la induccién de callos con estructuras embriogénicas, a
partir de hojas y cotiledones, en los cultivares de G. arboreum
‘BD-I' y ‘BD-6’, asi como en los cultivares de G. hirsutum
‘SH-131" y ‘LH-900’ (46). En estos cultivares se observo,
ademas, que el 2,4-D es efectivo en la induccién de callos a
partir de explantes de diferente procedencia (47).

La combinacion de auxinas y citoquininas, en el cultivo
del algodon, estimula la formacion de callos con estructuras
embriogénicas, asi por ejemplo se ha sefalado que
la incorporacién de 2,4-D y kinetina en el medio de
cultivo induce el desarrollo y la proliferacién de embriones
somaticos. Algunos autores refieren que la formacion de
callos, con estructuras embriogénicas, se logré al emplear
concentraciones de 9,04 uM de 2,4-D combinadas con
0,46 uM de kin. De igual modo, en cultivares de este género
se ha informado la formaciéon de callos con la adicion al
medio de solo 4,52 uM de 2,4-D y 2,32 yM de kin (41,42,47).
La induccién de embriones somaticos se ha obtenido al
transferir los callos embriogénicos a un medio de cultivo libre
de reguladores de crecimiento y el posterior subcultivo en
medio MS enriquecido con 1,9 g L' de KNO; (42).

Existen referencias sobre la obtencion de callos friables
y de color verde en Gossypium klotzschianum, a partir de
hipocotilos cultivados en medio con 0,9 uM 2,4-D y 2,32 yM
kin (48). Asimismo, se ha logrado el desarrollo y proliferacion
de embriones con 0,045 uyM 2,4-D; 0,93 pM de kiny 2,46 uM
de AIB. Por otro lado, la diferenciacion de embriones también
se ha logrado en medio liquido con 0,226 yM de 2,4-D y
0,93 de pM de kin, observandose los diferentes estados
del embrion somatico: globular, corazén, torpedo y embridn
cotiledonar maduro (48).

En este sentido, se desarroll6 un protocolo para la
embriogénesis somatica y regeneracion de plantas de
cinco cultivares recalcitrantes de algodén (G. hirsutum),
permitiendo ampliar la gama de genotipos manipulados
in vitro para el mejoramiento genético, y se logré la
mayor formacién de embriones somaticos al combinar AIB
(0,49 uM), kin (0,46 uM) y 2,4-D (0,45 uM) (49).

En otros protocolos desarrollados para la regeneracion
de plantas de algodén de las especies G. hirsutum y
G. barbadense, en presenciade 10,74 uM de 2,4-D y 4,64 uM
de kin se formaron callos con estructuras pre-embriogénicas
(50). Los autores observaron la formacion de callos friables,
con pequefas células y citoplasma muy denso, al ser
transferidos a medio de cultivo de maduracién. También,
se han alcanzado altos porcentajes de formacién de callos
en G. hirsutum, con 5,37 uyM de &cido naftalen acético
(ANA), en combinacion con 0,46 pM de Kin o 0,44 uM de
6-BAP, los callos formados con la adicion de kinetina se
caracterizaron por ser compactos y la presencia de gran
numero de raices (51).

Estos reguladores de crecimiento de plantas han sido
muy utiles para la induccién de callos en algodén a partir
de cotiledones de los cultivares de G. arboreum ‘BD-I
y ‘BD-6’, asi como de los cultivares de G. hirsutums
‘SH-131" y ‘LH-900’, lograndose la formacion de callos
con concentraciones de 9,04 uM de 2,4-D combinado con
0,464 uM de kin (46).
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Otros autores destacan la formacion de callos al utilizar
dos combinaciones de reguladores de crecimiento: 0,90 pM
de 24-D + 0,89 uyM de 6-BAP y 4,92 yM de 2,4-D +
0,89 yM de 6-BAP, en condiciones de oscuridad y luz,
obteniendo la mayor proliferaciéon de callos en presencia
de luz y con mayor concentraciéon de 2,4-D, en presencia
de 6-BAP (52). Por otro lado, la formaciéon de un callo
granular, parcialmente friable y de color marrén claro se
obtuvo en presencia de 2-isopentiladenina (2iP) y 2,4-D;
apreciandose que, al aumentar las concentraciones de estos
reguladores, los callos presentaron color marréon oscuro y
porciones necroticas (53).

Algunos autores han informado 0,45 uM de 2,4-D como
la concentracion mas efectiva para la formaciéon de callos
embriogénicos en el algodon (4). En G. barbadense
“algodén nativo”, se obtuvo la mayor induccién de callos
embriogénicos (82,5%) con 0,45 uyM de 2,4- D y 100 mL
L' de agua de coco (3). Otros autores encontraron con
11,31y 13,58 uM de 2,4-D y la adicién de 60 mg L' de acido
ascorbico los mayores porcentajes de formacion de callos
totales y con apariencia embriogénica, con 88,05 y 83,50
%, respectivamente (35). Estos callos se caracterizaron por
ser compactos, de color amarillo brillante, muy densos,
compatibles con células isodiamétricas. Los resultados
evidencian que el 2,4-D es necesario para la formacion
de callos, al menos para los explantes mencionados
anteriormente, pues en el medio de cultivo sin este regulador
de crecimiento no se logra inducir la callogénesis (33).

Condiciones de cultivo

Laluz es uno de los factores ambientales necesarios en los
procesos de fotosintesis y fotomorfogénesis, los cuales son
facilitados por los pigmentos presentes en los tejidos, que
absorben la radiacién de determinadas longitudes de onda
(3). Lafotosintesis llevada a cabo en la mayoria de los tejidos
vegetales cultivados in vitro es relativamente baja, por lo que
los cultivos dependen de una fuente externa de sacarosa. En
estas circunstancias, la luz es importante por su efecto en
la fotomorfogénesis, debido a que induce el rapido cambio
en la expresion genética que conduce al patréon normal de
desarrollo (20).

En Gossypium spp. se ha logrado la formacién e induccion
de callo embriogénico, tanto en condiciones de oscuridad
continua como de fotoperiodo, siendo este ultimo el mas
comun. Por ejemplo, en algunas investigaciones sobre este
cultivo se inicié la formacion y proliferaciéon de callos con
fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad (3,55,56), mientras que
en otras se ha logrado en oscuridad continua (57).

Suplementos organicos no definidos

En la formacion de callos de diferentes especies vegetales
se utilizan sustancias organicas de naturaleza quimica
indefinida. Entre las sustancias organicas se encuentran
el agua de coco, la caseina hidrolizada y el extracto de
levadura. El agua de coco es el endospermo liquido del
fruto de coco, y entre sus componentes se encuentran
aminoacidos, acidos organicos, acidos nucleicos, purinas,

azucares, polialcoholes, vitaminas, minerales y reguladores
de crecimiento, cuyas concentraciones pueden variar (20).

Algunos autores han evaluado el uso del agua de coco
en la induccién de callo, en combinacion o ausencia de
otros suplementos. Por ejemplo, se obtuvieron callos a
partir de o6vulos de Gossypium hirsutum y G. barbadense,
utilizando medio MS enriquecido con 100 - 120 mL de agua
de coco, 1 g L' de caseina hidrolizada, 1 g L™* de extracto de
levadura y distintas concentraciones de fitorreguladores de
crecimiento (58).

En Gossypium barbadense L. “algodén nativo” color pardo
se encontré la mayor proliferacion de callos friables (82,5%),
a partir de explantes obtenidos de segmentos de plantas
de semillas germinadas in vitro y cultivados en medio MS
enriquecido con 0,1 mg L' de 2,4-D y 100 mL L' de agua
de coco e incubados bajo un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h
oscuridad (3).

La regeneracion in vitro de plantas de algodén
se dificulta debido, entre otros aspectos, a que la
respuesta morfogenética es dependiente del genotipo. La
embriogénesis somatica es el método mas utilizado, debido
a que las plantas regeneradas tienen origen unicelular y no
existe una conexion vascular entre el embridon somatico y el
tejido materno (17).

Métodos de transformacion genética

Se han desarrollado diferentes métodos para introducir
genes foraneos en plantas. Una caracteristica comun para
los mismos es que el acido desoxirribonucleico transformante
(ADN transformante), tiene que vencer diferentes barreras;
primero, lograr entrar a la célula vegetal, atravesando la
pared celular y la membrana plasmatica; posteriormente,
tiene que llegar al nucleo e integrarse en los cromosomas
residentes. Para la mayoria de las especies, la transferencia
de genes se lleva a cabo usando explantes que son
competentes para la regeneracion y, de esa manera, se
facilita la obtencion de plantas fértiles completas. Esto implica
el uso de la tecnologia de cultivo de tejidos. Aunque la
tecnologia de transferencia de genes se ha convertido en
una rutina en varias especies, en otras el paso limitante
no es propiamente la transformacion, sino la ausencia de
protocolos de regeneracion eficientes (59). Los métodos
de transformacién se pueden dividir en dos categorias
principales: transformaciones directas e indirectas, que se
detallan en las secciones siguientes (60).

Transformacion indirecta

En estos métodos, las plantas se transforman usando
Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes
para introducir la construcciéon del plasmido que porta el
gen objetivo en la célula blanco (60).

Transformacion directa

En los métodos directos de transformacion no se
utilizan células bacterianas. Los métodos directos mas
utilizados incluyen el bombardeo con microproyectiles o
la transformaciéon de protoplastos. Los problemas con la
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regeneracion de plantas de baja expresion transitoria de
transgenes surgen como resultado de la transformacion de
protoplastos, principalmente en plantas monocotiledéneas.
Entre las técnicas de transformacion utilizadas en algodén se
encuentran: transformacion mediada por fibra de carburo
de silicio, microinyeccion, infiltracién, electroforesis de
embriones, transformacion a través de la via del tubo
polinico, electroporacion de células y tejidos y transformacion
mediada por liposomas (60).

Técnicas de transformaciéon cominmente usadas
en algodoén

Entre las técnicas de transformacion mas usadas en el
cultivo del algoddn cabe sefalar la transformacion mediada
por Agrobacterium y la transformacion por biobalistica.

Transformaciéon mediada por Agrobacterium

En 1907, Smith y Townsend (61) demostraron que la
bacteria del suelo Agrobacterium tumefaciens, un miembro
de la familia Rhizobiaceae, producia los tumores de la agalla
de la corona. Ademas, destacaron que la formacién de estos
tumores ocurria como resultado de la infeccidon Bactrian,
usualmente en los sitios dafiados, en plantas dicotiledéneas
y algunas monocotiledéneas (62). Este descubrimiento
no tuvo mayores repercusiones hasta que Armin Braun
demostré que las células tumorales eran transformadas y
que la proliferacion no controlada de estas células no era
dependiente de la presencia continua de Agrobacterium, 1o
que implicaba la presencia de un principio de induccion de la
transformacion (63).

Este sistema de Agrobacterium tiene varias ventajas sobre
otros sistemas de transformacion y es considerado la primera
opcion para transformar plantas. Entre las ventajas cabe
mencionar que los segmentos de ADN, que se integran en
las células vegetales, se encuentran en una sola copia en un
porcentaje importante de los eventos de transformacion (64);
se tienen actualmente numerosos vectores que contienen
los bordes de T-ADN y una variedad de genes reporteros y
de seleccion, lo que permite a los investigadores escoger la
combinacién mas apropiada para insertar genes heterélogos
y seleccionar las células transformadas en su modelo de
estudio; es posible transferir grandes fragmentos de ADN
incluyendo cromosomas artificiales de levadura (65) y la
transformacion directa en plantas sin la necesidad de cultivo
de tejido es posible en las especies Arabidopsis thaliana y
Medicago trunculata (66).

La transformacion del algodén mediada por Agrobacterium
se informd por primera vez hace una década con hipocétilo
y cotiledon como explantes (67). Se han introducido
varios genes Uutiles en el algodon por medio de la
transformacion mediante Agrobacterium, incluyendo genes
con resistencia a insectos y herbicidas (68). Se han usado
explantes tales como hipocdtilo, cotiledén, callo generado
del hipocétilo y cotileddn, asi como embriones inmaduros,
para la transformacién mediante Agrobacterium (69-71). Sin
embargo, las tasas de transformaciéon en general fueron
bajas, variando de 20 a 30% cuando se usé el hipocétilo
como explante (72,73).

La validez de la octopina como marcador de
transformacion es cuestionable ya que se ha hallado octopina
en varias especies de plantas ciertamente no transformadas
por la infeccion con A. tumefaciens (74). Un informe mas
reciente indicé que la eficiencia de transformacion del
cotiledon fue aproximadamente de 20 a 30 % (75). La
eficiencia de transformacioén fue incluso menor cuando se
us6 el procedimiento de bombardeo de particulas (76).
Una diferencia en el tipo de explantes usados para la
transformacion pudo haber tenido un efecto significativo
sobre la eficiencia de transformacion y regeneracion.

La transformacion del algodon es muy dependiente del
genotipo (68). Ademas de unos pocos cultivares que son
regenerables y transformables, tales como Gossypium
hirsutum cv. Coker 312 y G. hirsutum Jin 7, la mayor parte
de los otros cultivares comerciales de elite importantes, tales
como G. hirsutum cv. D&P 5415, no son regenerables y
transformables por esos procedimientos.

La transformacion mediate Agrobacterium seguida por
la embriogénesis somatica es el mejor método para la
transformacion de algodén. Sin embargo, el aspecto de la
regeneracion del proceso de la transformacién permanece
mas dificil y las opciones estan limitadas en el caso
de algoddn, uno de los cultivos mas dificiles para la
transformacion. El hecho de que el Agrobacterium es
muy atraido a los compuestos fendlicos, este método de
transformacion no es preferible en monocotiledéneas debido
a la produccion de fendlicos, considerando que puede usarse
para las dicotiledéneas (77,78).

Le eficiencia de transformaciéon via Agrobacterium
tumefaciens esta muy relacionada con la cepa utilizada para
la infeccion. En el afio 1989 se describié una transformacion
notablemente aumentada de puntas de vastagos de algodon
mediante la adicion simultanea de acetosiringona y nopalina
en el momento de la infeccion (79). Desafortunadamente,
este sistema presenta varios inconvenientes. Uno es que el
rango de huéspedes es mas limitado que en A. tumefaciens
y otro es que la expresion de los genes del ADN-T en las
plantas confiere fenotipos aberrantes a las mismas. Para
solucionar este tipo de problemas se ha introducido el gen rol
B en un vector binario de A. tumefaciens (80).

En este sentido, surge un problema adicional a partir
del hecho de que todos los métodos de transformacion
de algodon, mediados por Agrobacterium, requieren la
regeneracion de un callo embriogénico a partir del explante
que contiene las células transformadas, como una operacion
intermedia en la regeneracion de plantas transgénicas de
algodon. La ausencia de un procedimiento de regeneracion
de plantas de alta eficiencia se ha considerado como el
mayor obstaculo para la aplicacion de la transformacion
mediada por Agrobacterium al algodén (71).

Transformacidén por Biobalistica

El método de biobalistica fue desarrollado como
una necesidad para transformar especies de plantas
originalmente recalcitrantes a la transformacion por
el sistema de Agrobacterium, incluyendo los cereales
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econémicamente importantes. Este método consiste en la
introduccion de proyectiles, usualmente de tungsteno u oro
cubiertos de ADN e impulsados al interior de las células
blanco por aceleracion. La velocidad de las particulas puede
ser generada por la explosion de una pistola convencional
6 una descarga por gases a alta presion, tales como
helio o dioxido de carbono (81,82). El analisis molecular
de plantas transformadas por biobalistica revela un patron
complejo de la integracion del transgene, sin embargo, ha
sido demostrado que las copias multiples se encuentran
arregladas formando un locus simple y segregan siguiendo
un patron mendeliano (83). Al igual que con Agrobacterium,
un gran numero de especies diversas de plantas han sido
transformadas por el método de biobalistica (84). Algunas
ventajas del método de biobalistica son las siguientes:
1) Puede ser utilizada una amplia variedad de tipos de
explantes para ser bombardeados y obtener plantas fértiles;
2) No hay necesidad de utilizar vectores de transformacion
especializados; y 3) Es el unico método confiable para la
transformacion de cloroplastos.

La biobalistica permite la integracion de multiples copias
de transgenes en el genoma de plantas transformadas
existiendo referencias de hasta 100 copias de un transgén
(85). En el cultivo de algoddon para la transformacion
mediante el bombardeo de particulas se han usado
explantes (tales como hipocoétilo, cotiledon, callo generado
del hipocétilo y cotiledon, asi como embriones inmaduros)
(8,70,71). Ademas, se ha usado tejido meristematico de ejes
embrionarios escindidos para la transformacion del algodon
por bombardeo de particulas (86).

En algodon se han utilizado procedimientos para
la regeneracion de plantas genéticamente modificadas
después de la transformacion mediante el bombardeo de
cotiledones (71). Existen referencias del empleo exitoso
del bombardeo de ADN sobre apices embrionarios de
algodon (86).

En general, las técnicas de transformacién genética
de algodon mediante embriogénesis somatica conllevan
procesos entre 10 y 14 meses, mientras que la
transformacion de apices meristematicos y microinyeccion
de o6vulos entre 6 y 10 meses. Las eficiencias de
transformacion en algodén pueden variar, dependiendo de la
técnica y la capacidad operativa, pero siempre es alrededor
del 0,1 % (87).

Mejoramiento genético del algodon mediante la
transformacién genética

En 1973 surgidé la ingenieria genética y en 1983 se
desarrollé la primera planta transgénica. Todos los
conocimientos emanados a través de la historia de la
revolucion verde, basados en biotecnologia, llevaron a
que pronto la revolucion de la biotecnologia moderna
imperara en el desarrollo de plantas de cultivos agricolas
de interés, generandose nuevas variedades portadoras de
determinados genes; incluso, que ni siquiera pertenecen a
las plantas, sino a organismos de otro reino. En 1996 se
desarroll6 la primera linea de algoddn transgénico comercial:

el algoddn Bollgardi®, al cual se le transfirio el gen Cry1ac,
proveniente de la bacteria Bacillus thuringiensis; este gen
le confiere a la planta de algoddn resistencia al ataque
de insectos del orden lepidoptera, debido a que expresa
una proteina téxica para dichos insectos, provocandoles la
muerte (88).

En 1997 surgio el algodon resistente al herbicida glifosato,
ya que se le transfirio a las células de la planta de algodon el
gen cp4-epsps, proveniente de la bacteria Agrobacterium
spp., cepa cp4, que expresa una enzima clave en la
sintesis de aminoacidos aromaticos que poseen las plantas,
bacterias y algunos hongos. Esta destruye el ingrediente
activo del glifosato (N-fosfonometil-glicina); sin embargo,
la enzima EPSPS de la bacteria aislada es resistente al
glifosato, por lo que la planta no sufre dafio alguno.

En el afio 2000 se obtuvo una linea de algodon
transgénico resistente al herbicida glufosinato de amonio,
al cual se le transfirid el gen pat, aislado de la bacteria
Streptomyces viridochromogenes; este gen expresa una
enzima que transforma al ingrediente activo del herbicida
en una sustancia no toxica. Posteriormente, en el afo
2002, se desarrollaron y comercializaron semillas de algodon
transgénico con doble tecnologia, resistentes a insectos
lepidopteros, debido al gen cry1Ac y tolerantes al herbicida
glifosato, gracias al gen cp4-epsps (89).

El poco conocimiento acerca de la seguridad y el
comportamiento de las plantas transgénicas pronto llevo al
colapso de la biotecnologia transferida al algodon, por lo
que aparecieron insectos del orden lepidoptera resistentes
a la proteina toxica expresada por el gen Cry1ac; por ello,
en el afio 2003 surgi6 el algodon Bollgard ii®, que es una
variante del Bollgard i®. Este, ademas de expresar el gen
Cry1ac, al cual ya habian desarrollado resistencia algunos
insectos, se le transfirid el gen Cry1ab, también aislado de
la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), con el fin de enfrentar
a los insectos con una nueva toxina, por lo que no deberia
existir resistencia. Junto con esta nueva tecnologia surgio
una campafa para la implementacién de refugios, con el fin
de evitar que sucediera nuevamente la apariciéon de insectos
tolerantes, tal y como ocurrié con el algodén Bollgard i® (90).

En el afio 2006 se comercializé un algodén transgénico de
doble tecnologia, resistente a insectos lepidopteros basado
en la tecnologia del Bollgard ii® y, ademas, tolerante al
herbicida glifosato, conocido como algodon Bt-rr, donde
Bt (Bacillus thuringiensis) se refiere a los genes que le
otorgan resistencia a los insectos (Crylac y Cry2ab), y rr
a que es tolerante al glifosato, especificamente a la marca
Roundup Ready® (90).

El algoddn transgénico ha seguido experimentando
transformaciones, pues existen variedades transgénicas
tolerantes a herbicidas distintos al glifosato y con otras
propiedades. Actualmente, se estdn generando nuevos
conocimientos y nuevas tecnologias, por lo que en los afios
venideros las modificaciones se haran de diversas maneras,
algunas quizas mas precisas, lo que permitira ofrecer nuevas
soluciones a los problemas del cultivo.

El desarrollo de métodos no sexuales para transferir
genes, como la transformacion genética, permite superar
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las limitaciones de la mejora genética tradicional, lo que abre
nuevas perspectivas en el mejoramiento de plantas (91).
El algodon modificado genéticamente es el tercer cultivo
transgénico con mayor presencia en el mundo. Actualmente,
ocupa el 70 % de la superficie algodonera mundial, siendo
las variedades Bt resistentes a insectos las mas cultivadas.
Entre los paises que mas cultivan el algodén Bt se encuentra
China, India, Pakistan, Sudafrica y Burkina Faso, entre
otros. En estos paises, mas de 15 millones de pequefos
agricultores disfrutan de sus beneficios econdmicos, sociales
y ambientales (92).

Segun el Comité Consultivo Internacional del Algodon -
ICAC, la produccién mundial ascendié a 25,5 millones en
la cosecha 2021-2022, registrandose ademas un aumento
de la demanda del 12,4 % (93). El algoddn transgénico
ocup6 un tercer lugar (14 %) de los cultivos producidos
por esta via en el mundo, detras de la soya (48 %) y el
maiz (32 %). El algodén genéticamente modificado que se
encuentra actualmente en la produccion y el comercio ha sido
modificado para que sea tolerante a herbicidas, resistente a
insectos 0 una combinacién de ambas caracteristicas (94).

El algoddn genéticamente modificado permitié, mediante
el uso de genes de interés, que los cultivos sean mas
sustentables desde el punto de vista econdmico y ambiental
(17). Bacillus thuringiensis es una bacteria muy comun que
se encuentra en el suelo y puede producir una proteina,
la Cry d-endotoxina, que es téxica para larvas de ciertos
insectos, por ejemplo, polillas como los gusanos del algodon
que atacan a este cultivo, y su accidon es especifica
para controlar dichos insectos (95). De los transgénicos
actualmente disponibles para produccion comercial, dos
ofrecen tolerancia a herbicidas y uno es resistente a los
gusanos del algodén, conocido como algodén Bt, por
expresar toxinas de la bacteria Bacillus thuringiensis (96).

Existen cultivares de algodon con capacidad de resistencia
a insectos, la cual es utilizada para el control del gusano
bellotero y el gusano rosado; también ejerce cierto control
sobre otros gusanos como el llamado soldado y el falso
medidor; asimismo, es resistente a los herbicidas glifosato
y glufosinato, siendo de utilidad para el agricultor al lograr
controlar las plantas arvenses sin afectar a las plantas de
este cultivo (95).

CONCLUSIONES

* En el cultivo del algoddn, los cultivares se muestran
como genotipo dependiente dado su respuesta
diferenciada ante condiciones de cultivo in vitro y de
transformacion genética.

* A pesar de haberse producido a nivel mundial en algodén
plantas transgénicas, las metodologias de transformacion
y regeneracion que existen presentan baja eficiencia
y frecuente obtencion de plantas quiméricas y son
especificas para los cultivares que expresan una mejor
respuesta embriogénica.

* Entre los métodos de regeneracion, la embriogénesis
somatica es mas utilizada que la organogénesis, debido a
que las plantas regeneradas tienen un origen unicelular y

no existe una conexién vascular entre el embrion somatico
y el tejido materno, ademas, ofrecen mayores coeficientes
de multiplicacién.

» En algodon existen varias técnicas para la transformacion
genética, pero las mas usadas en el cultivo son
la transformacién mediada por Agrobacterium y la
transformacion por biobalistica, su efectividad depende
del tipo de tejido empleado, edad, genotipo y
susceptibilidad a la infeccién con la bacteria.

» Las técnicas de transformacion mediante A. tumefaciens
se caracterizan por ser sencillas, de bajo costo,
resultan en pocas copias de los transgenes y son
reducidos los problemas de expresion. Sin embargo,
aunque el algodon es una planta dicotiledonea y
hospedera de Agrobacterium, presenta dificultades
para la transformacion mediante este vector, siendo
limitados los trabajos de transformacion genética de
embriones somaticos.
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