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L_IJN Acto DE EQUILIBRIO

Durante los ultimos 30 afos mas o menos, la (nica tarea
urgente de los investigadores agricolas en el tropico ha
sido prestar ayuda a los agricultores para contribuir a la
produccion de alimentos en el mundo en desarrollo.
Ahora, teniemos que trabajar con ellos para alcanzar un
equilibrio entre tres objetivos competitivos:

1. Lograr y mantener la seguridad
alimentaria.

En muchas partes del mundo en
desarrollo, la seguridad alimentaria
es —en €l mejor de los casos—
inestable. Para ayudar a abolir el
hambre, los investigadores agricolas
deben atacar resueltamente los
principales limitantes de producciéon
y almacenamiento de alimentos.

Juan CarLos QUINTANA

Hacer que la agricultura sea mds competitiva.

Apertura es la palabra favorita de las politicas

econdmicas de muchos paises en desarrollo. Los que La biotecnologia puede
mas se beneflcian son aquellos paises que logran ayudar a mejorar la
habilitar mejor su agricultura para ser competitiva, eliciencia, no solo de las
vinculando la produccion de los alimentos basicos con grandes agroindustrias,
los nuevos mercados y explotando una amplia gama de sino también de las
diversidad genét_lca para desarrollar nuevos pl'OdUCtOS. Operaciones en pequena
Una de las maneras en que los investigadores pueden escala, tales como la
ayudar es generando productos agricolas cuya calidad extraceion manual del
satisfaga las demandas del mercado. almidon de yuca.
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X __A INVESTIGACION EN EL LABORATORIO
Y EL TraBAJO DE CAMPO VAN DE LA

Para los clentificos del CIAT que aparecen en estas dos
paginas, la construcciéon de un mapa genético molecular de
la yuca —el primero en ser desarrollado en su totalidad en
un centro internacional de investigacion agricola— es una
tarea onerosa en el camino hacia el fitomejoramiento.

Equipo que
construyé el mapa:
Martin Fregene,
Fernando
Rodriguez,

Rocio Gémez,
Fernando Angel,
Merideth
Bonlerbale, y

Joe Tohme (no

aparece en la foto).

“Para
encontrar
marcadores
moleculares
relacionados
con
caracleristicas
deseables,
estamos
estudlando
las
diferencias
entre
diversos
genotlipos de
yuca dentro
de un amplio
rango de
condiciones
en el campo
yenel
laboratorio™.

“La verdad es que
yo ya habia hecho
esto antes. En la
Universidad de
Cornell desarrollé
un mapa molecular
de la papa, el cual
ahora esta siendo
integrado a las
practicas de
Jitomejoramiento.
Cambié de trabajo
porque queria
involucrarme de
manera mas
directa en los
asuntos
alimentarios del
mundo en
desarrollo.

“El mapa debe
explicar algunas de
las complicaciones
gque enfrentamos en
el mejoramiento de
la yuca, y
ayudarnos a
encontrar maneras
de solucionarlas.
De hecho, ya estoy
orientando mi
programa de
mejoramiento para
hacer un mejor uso
del mapa. EIl
laboratorio y el
trabajo de campo
tienen que caminar
de la mano”.

Merideth Bonierbale,
Genetista, CIAT



LI NA BIoTECNOLOGIA DE DELANTALES
EMBARRADOS

Para algunas personas, la biotecnologia conlleva una
imagen de ciencias puras, alejadas de la cotidianidad de la
agricultura. Y —en algunos casos— esta imagen parece
correcta.

Pero lo que estamos haciendo en el CIAT es una
biotecnologia de delantales embarrados. Eso quiere decir
que integramos los métodos moleculares y celulares
modernos con la investigaciéon en el campo para lograr dos
ventajas importantes:

1. Las nuevas técnicas pueden promover la eficiencia de
los métodos convencionales y mejorar nuestras
posibilidades de resolver aquellos problemas que de
otra manera habrian sido dificiles o imposibles de
superar.

2. Una relacion estrecha con la investigacion
participativa, diriglda a los cultivos y sus parientes
silvestres, asegura que lo que hacemos en el
laboratorio sea relevante para los agricultores y los
consumidores.

En los volantes ad]untos, titulados Actualizacion de
Proyectos (ver el bolsillo), describimos la investigacién que
se estd llevando a cabo en el CIAT sobre algunos temas
selecclonados.

Luis rervaNDo PiNo

John Miles,
fitomejorador del CIAT,
analiza las infestaclones
del "salivazo™ en la
graminea Brachiaria.

“Hasta la fecha, una
de las aplicaciones
mads importantes de
la biotecnologia a la

agricultura ha
resultado de la

colaboracion entre el
CIAT y la Universidad

de Purdue. Los

cientificos de todo el

mundo estan
utilizando sus

descubrimientos para
generar variedades de

arroz con una
resistencia mas

durable al anublo”.

Gary Toenniessen,
Director General
Adjunto,
Ciencias Agricolas,

Fundacion Rockefeller,

EE.UU.

“En el CIAT, la
biotecnologia
parece estar
estrechamente
vinculada con
otras actividades
claves de la
investigacion,
tales como el
fitomejoramiento,
la evaluacion de
recursos genéticos,
y la fitopatologia”.

H.-J. Jacobsen,
Profesor,
Universidad de

Hannover, Alemania



3. Reducir los riesgos ambientales y
econdmicos de la agricultura.

En una agricultura orientada hacia el mercado,
existe una tendencia muy fuerte hacia el uso
excesivo de pesticidas, lo cual aumenta los
costos de produccioén, ocaslona danos
ecologicos, y puede establecer barreras que
impidan la comerclalizacién. Una de las
maneras en que la biotecnologia puede combatir
este problema es acelerando el desarrollo de
variedades resistentes a las plagas y a las
enfermedades, que eliminen o reduzcan la
necesidad del control quimico. Otra es
promover las asociaciones naturales entre las
plantas y los microorganismos benéficos para
reducir las poblaciones de plagas y patdgenos.

Para ayudar a los-agricultores a mantener el equilibrio, no
podemos limitarnos simplemente a dominar clertas
técnicas nuevas. Debemos aplicarlas con creatividad hacia
fines practicos, tales como la conservacion de la diversidad
genética (en los bancos de genes, en los campos de los
agricultores y en la naturaleza) y la utilizacién de genes
valiosos para el mejoramiento de las plantas.

Fernando
Corre:,
fitopatélogo dei
CIAT, examina
la reaccion de

diversos
genolipos
arroz .
patogeno e
causa el anublo



MAURICIO ANTORVEZA

“El mapa es como un
rompecabezas con mil
partes. En cada intento,
tomamos un segmento o
sonda del ADN y
determinamos en qué
lugar se ubica en el
genoma de la planta”.

“Como nigeriano, me
preocupan los
problemas de

abastecimiento de
alimentos en Africa.
Cuando estudiaba
la primaria,
comiamos yuca
unas dos veces por
semana. Durante el
bachillerato,
comiamos una vez
al dia. Cuando
estaba en la
Universidad, habia
JSamilias que yo
conocia que comian
yuca dos veces al
dia. Sila
produccion se ve
amenazada, muchas
personas estaran en
serias dificultades.

“Por tanto, tenemos
que comenzar a
buscar nuevas
Juentes de
resistencia a las
enfermedades y a
otros factores de
estrés. Luego,
tendremos que
encontrar maneras
eficientes de utilizar
estratégicamente los
genes de resistencia
en el germoplasma
que presenta buena
adaptacion. Este
mapa nos ayudara
a conducir el
mejoramiento hacia
objetivos
especificos”.

Martin Fregene,

Genelista, CIAT



Con el fin de analizar la
diversidad genética a nivel
molecular, los participantes
en un curso de biotecnologia
para la conservacion de la
agrobiodiversidad aprenden
a transferir ADN de un gel
de electroforesis a una
membrana de nilén.

“Dentro de su esfuerzo de
colaboracion con los programas

nacionales e internacionales de la

region, el CIAT le ha brindado
capacitacion a los miembros de
nuestra Red de Colaboracion

Técnica en Biotecnologia Agricola”.

Juan Izquierdo, Oficial Regional de la

Oficina de Produccion Vegetal para

América Latina, Organizacion para la

Alimentacion y la Agricultura (FAQ),
Chile

“Desde el inicio, el CIAT
comprendio la importancia de
politicas adecuadas para
desarrollar las capacidades en
biotecnologia, y estimulé las
pocas iniciativas (por ejemplo en
bioseguridad) que han sido
emprendidas en América
Latina”.

Walter Jaffé, Especialista en
Generacion y Transferencia de
Tecnologia, Instituto Interamericano
de Cooperacion para la Agricultura
(IICA), Costa Rica

“El CIAT puede desempenar un
papel importante en la
investigacion estratégica, al
adaptar las nuevas tecnologias

para enfrentar los problemas que

los métodos actuales de

investigacion no pueden resolver o
para mejorar la eficiencia de los

meétodos convencionales”.

Javier Narvaez Vasquez, Coordinador
del Programa Nacional de Biolecnologia
Agricola, Corporacion Colombiana de

Investigacion Agropecuaria
(CORPOICA)



L JN LABORATORIO SIN PAREDES

Cuando el CIAT establecié la Unidad de Investigacion en
Blotecnologia (UIB) en 1985, buscamos una manera de
integrar las nuevas técnicas a la investigacion estratégica
del Centro, el cual actualmente incluye un amplio rango de
actividades en el desarrollo de germoplasma y en el manejo
de los recursos naturales. Para lograr este propodsito, nos
cuenta Willlam Roca, Jefe de la UIB, que se organizd “un
laboratorio sin paredes —un laboratorio abierto a las
personas que pudieran ayudar a identificar los problemas y
a desarrollar soluciones innovadoras”.

Las principales funciones de la UIB son:

¢ Investigar el potencial de las nuevas
técnicas, utilizando la informacion
basica de los laboratorios avanzados
(ver La Caja de Herramlentas de la
Biotecnologia, en el bolsillo).

¢ Disenar aplicaciones de la
biotecnologia para ser usadas por los
{itomejoradores y otros
investigadores agricolas.

Desde 1989, los cientificos del CIAT y sus colegas de
otras instituciones han puesto en practica las técnicas
del cultivo de anteras en arroz, la conservacion in vitro
de la yuca, la “dactiloscopia™ genética mediante
isoenzimas, y el uso de mapas y marcadores genéticos
moleculares. Ya estan en camino mas aplicaciones.

Un método sencillo de
fitomejoramiento,
efeclivo en términos de
costos, mediante el
cultive de anteras.

“Gracias al envio
gue ustedes nos
hicieron de 16
clones in vitro de
yuca,
desarrollamos un
cultivar de yuca
de alto
rendimiento, el
Nan-Zhi 188, el
cual se
distribuyo
rapidamente a
los agricultores
de las areas
rurales a un bajo
precio, mediante
el cultivo de
tejidos”.

Kuo Chun-Yen,
Profesor, Instituto
de Botanica del
Sur de China

“Mi relacion con
los especialistas
en biotecnologia
es un matrimonio

por conveniencia:
yo los necesito a
ellos y ellos me

necesitan a mi".

César Cardona,
Entomologo, CIAT




LI NA PUERTA ABIERTA

Una de las consignas de la investigacion y la cooperaciéon
en biotecnologia del CIAT es mantener la puerta abierta.
Mantenemos esa apertura para dar cabida a acuerdos
flexibles sobre investigacion y capacitacion en un amplio
rango de campos. Ademas, abrimos puertas de
oportunidad para nuestros colegas, mediante:

* Las redes de investigacion, las cuales
proporcionan un marco de referencia para gran
parte de nuestras actividades colaborativas.

* La capacitacién y la programacion de otras
actividades dirigidas al fortalecimiento de la
capacidad nacional de investigacion.

* El apoyo a estudiantes y clentificos que estan
realizando sus investigaciones de tesis de
pregrado, maestria o doctorado.

* La participacién activa en el debate sobre la
bioseguridad, los derechos de propiedad
intelectual y el intercambio de recursos
genéticos.

(Para mayor informacion sobre estas actividades, consulte
Desarrollando Capacidades en Biotecnologia, en el bolsillo.)

Muchas Instituciones de los paises en desarrollo ya
cuentan con un personal y una infraestructura excelentes
para la investigacion en biotecnologia. Aun asi, sigue
slendo muy grande la brecha en tecnologia genética entre
estos paises y el mundo industrializado.

Una buena manera de cerrar esta brecha es mediante la
realizacion de proyectos colaborativos de investigacion que
ponen en contacto a los especialistas en biotecnologia con
los cientificos de otras disciplinas. En arios recientes, el
CIAT ha realizado 10 proyectos de esta naturaleza con
apoyo de diversos donantes. Hay abundancia de
oportunidades para mayor cooperacion.

4

Si no fuera asi, no le estariamos enviando esta invitacién.

“Desde hace algin
tiempo, el CIAT
comprendio la

necesidad de
orientar la
aplicacion de la
biotecnologia
hacia los clientes

y los problemas; y,

por logica, el CIAT
ha sido nuestro

socio en el

Juncionamiento de

la Red
Internacional de
Biotecnologia en

Yuca”.

Th. J. Wessels,
Jefe,
Cooperacion para la
Biotecnologia y el

Desarrollo, Direccion
General de
Cooperacion
Internacional (DGIS),
Holanda

“El intercambio de
estudiantes de
maestria y de
posdoctorado

entre el CIAT y la
Universidad de
Purdue ha sido

una de las
recompensas
continuas de
nuestra feliz y

JSructifera
colaboracion”.

Morris Leuvy,
Profesor,
Universidad de
Purdue, EE.UU.




AcTtuaLizacioN Proyecto 1

MEJOR CONSERVACION DE LOS RECURS0OS (GENETICOS DE

Yuca

La coleccldn de yuca que se mantlene en el CIAT contiene cerca de 6000 acceslones
provenientes de los principales centros de diversidad de la especie en las Américas y de
los centros secundarios de Africa, Asia y Oceania. El Centro desarrolla una estrategia
integrada para mejorar la conservacion de estos recursos genéticos.

La Ildentificacion de los duplicados que existen en la coleccidn es un componente de esa
estrategia. La colecclén contliene clones locales (cada uno con nombre diferente) y
muchos de éslos posiblemente constlituyen el mismo genotlipo. Para aumentar la
eflclencia de conservacion y de manejo del germoplasma es necesario identificar dichos
duplicados.

El analisis de perflles de isoenzimas (ver foto). junto con los descriptores morfolégicos y
agronomicos, indican que cerca del 20% de la coleccién son duplicados. A grupos de
variedades ya examinadas respecto a su morfologia y sus isoenzimas, les hacemos la
dactlloscopia del ADN para detectar diferencias genéticas de manera mas precisa. Por
ejemplo, en una muestra de 100 acceslones aparentemente slmilares, determinamos
que 20 son genéticamente unicas —y las demas son material duplicado— utilizando
como sonda el gen que codifica la proteina III del bacteriéfago M13. Los marcadores
RAPD confirman eslos resultados.

Para la conservaclén efectiva de los recursos genélicos es necesario combinar la
conservacion In situ y ex situ. La conservacidn in situ se prefiere para las poblaciones
de parientes silvestres de las especies cultivadas y para cultivares primitivos. La
conservaclon ex situ complementa ese enfoque porque prolege el germoplasma que se
encuentra bajo amenaza de erosion genética o de otros peligros. Esta proteccion puede
lograrse por diversos medios, que van desde la conservaciéon de cultivares en el campo,
hasta la conservacldn in vitro, el almacenamiento de ADN y la criopreservacion.

En cooperaclon con el Insttuto —
Internacional para los Recursos ;
Fitogenéticos (IPGRI}, el CIAT ha
desarrollado un banco activo de
germoplasma In vitro que contiene mas
de 5900 clones, los cuales representan
mids del 95% de la colecclén mundial de
germoplasma de yuca (ver fola). La
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renovarse por periodos que van de 12 a
18 meses. El banco in vitro complelo
ocupa 35 m? de espaclo de laboratorio,
cerca de una milésima parte del area

de accesiones de germoplasma de yuca. Son
notorias las semejanzas y las diferencias entre
los perfiles de cinco grupos que, de otra
manera, son morfologicamente similares.
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El banco activo de germoplasma de yuca in Criopreservacion: el enfoque ideal para la
vitro que maneja el CIAT. conservacion a largo plazo de los recursos
genéticos de yuca,

necesaria para mantener esos mismos materiales en el campo. De esta coleccién
activa hemos distribuldo casi 2000 clones de yuca libres de palégenos a las
instituciones naclonales de investigacion de 35 paises de Africa, Asia y América Latina.

El enfoque Ideal para la conservacién a largo plazo es la criopreservacion o
ultracongelamiento (ver foto). Puesto que detiene las funciones celulares y la
senescencla, este mélodo permite preservar el genoma vegetal indefinidamente. El
CIAT ha estado Investigando la criopreservacion de apices caulinares de yuca desde
1989. En 1991 fue posible recuperar plantas de yuca completas de los apices
caulinares congelados en nitrégeno liquido (-196 °C). Introduciendo mejoras en la
técnica, que consistian en cambios en los tratamientos de deshidratacién del tejido, en
la tasa de enfriamiento y en el medio de cultivo, se recuperaron sistematicamente
plantas de apices caullnares congelados, con una tasa de éxito de mas del 60%.

Estamos desarrollando ahora un protocolo sencillo para lograr una congelacion mas
eficlente y menos costosa, que permitira la conservaclon a largo plazo de la coleccién
base de yuca en nitrégeno liquido.

Areas de colaboracion: La conservacion in vitro de la yuca ocupa un lugar
importante en la capacitacién que el CIAT ofrece en el area de recursos genéticos.
Flguro, por ejemplo, entre los principales temas de un curso titulado "Blotecnologia
para la Conservacion de la Agrobiodiversidad™, que se realizo en la sede del Centro en
noviembre de 1994 y septiembre de 1995.

En 1989, el CIAT y el IPGRI se unieron para desarrollar un banco piloto de
germoplasma para estudiar durante 3 arios los requerimientos técnicos y logisticos de
establecer y operar un banco in vitro. En colaboracién con los programas nacionales,
los dos centros estan planeando un proyecto piloto simllar para poner en
funcionamiento un banco de germoplasma base empleando técnicas de criogenia.

Contacro En CIAT: W. Roca, M. Bonierbale y C. Guevara

Diciembre de 1994 \W/



ActuaLizacioN Proyecto 2

UN PRIMER CONTACTO CON LA DIVERSIDAD (GENETICA DE
PHASEOLUS

Las 26,500 accesiones de Phaseolus mantenidas en la Unidad de Recursos Genéticos
del CIAT contienen sulficlente diversidad genética para tener ocupados a los
investigadores en frijol durante décadas. Ahora bien, puesto que la coleccién completa
es muy grande y no se ha caraclerizado completamente, se convierte en una
herramienta dificil de manejar para quien estudia la estructura y la distribucién de la
diversidad genética de Phaseolus y para identificar genes vallosos.

Con el fin de ejecutar esas tareas en forma mas efectiva, algunos Investlgadores del
CIAT —entre ellos, los especialistas en genética de frjol, biotecnologia y geografia
agricola— formaron reclentemente dos colecciones nucleo de Phaseolus. La primera
contiene 1420 acceslones y representa el frjol comun cultivado (Phaseolus vulgaris), y
la segunda, con 100 accestones, contiene a P. vulgaris silvestre. Eslas colecciones
nucleo fueron concebldas para dar a los Investigadores una idea preliminar de la
diversidad exdstente y para servir de guia en estudios posteriores; no Intentan
remplazar las colecclones completas o de reserva.

Las colecciones nucleo, no obstante, son utiles solo en la medida en que representen
con precision la diversidad genélca de las especles muestreadas. Para salisfacer este
requisito, la composiclén de las colecciones nicleo se basé en una combinaclon de
factores que se relacionaron con la evolucién del frijol comin y con los sistemas
agroecolégicos en los cuales ésle se ha encontrado. Por elemplo, al formar la coleccléon
de P, vulgaris cultivado, se incluyeron mas accesiones de los centros primarios de
diversidad que de los secundarios. y se dio mas Importancia a los tipos de semillay a
los habitos de crecimiento primitivos que a los tipos comerclales modernos.

Para garantizar que la colecclon nucleo cubra el rango total de adaptaclén del cultivo,
se desarroll6 una clasiflcacion agroecologica sencilla, que se basa en cuatro factores
(como suelo y preciplitacion) e incluye un total de 54 sistemas agroecolégicos diferentes.
El sistema agroecologico al cual pertenece cada accesion se identifico utilizando las
coordenadas cartograficas de los sitios de recoleccion de las lineas nativas de frijol.

En colaboracion con los cientificos de la Universidad de Wisconsin, E.U., se ulilizaron
marcadores RAPD para comprobar si la variabilidad genética de la coleccion nacteo de
P. vulgaris cultivado en verdad representa la variabilidad de la colecclon de reserva.

Ahora se necesita evaluar las colecciones nucleo —por eJemplo, respecto al uso
eflciente del fosforo— y utilizarlas selecclonando los genotipos deseables.

Ademas, la coleccldn de accesiones silvestres se esia caracterizando, utilizando
faseolina y otras proteinas polimorficas de la semilla como indicadores bioquimicos de
Ia diversidad genélica; se usan también marcadores moleculares, como AFLPs y RAPDs
(ver foto}. Estas técnlcas ayudan a estudiar la estructura genética del germoplasma
silvestre, a determinar el grado de domesticacion del frijol cultivado desde una fracclon
limitada de poblactones silvestres (denominado el efecto fundadon y a detectar el flujo



de genes entre el germoplasma silvestre y el cultivado, y entre acervos de genes de
frijol comin de la Region Andina y de Mesoamérica.

Areas de colaboracién: Las colecclones nucleo y los procedimlentos mediante los
cuales éstas se forman se consideran oportunidades nuevas para activar la
colaboraclén con bancos de germoplasma y programas de mejoramiento. Las
colecciones proporcionaran un punto de partida comin para hacer estudlos y
evaluaciones adiclonales sobre la diversidad de Phaseolus.

La colaboracltén Incluye la aplicacion de procedimientos nuevos para formar
colecclones nucleo de otras especies; esto ayudaria a los Investigadores a estudiar un
amplio espectro de agroblodiversidad. Herramientas como los marcadores moleculares
pueden magnificar la precision de estos estudios y los conocimientos que de ellos
obtenemos. Los sistemas de informacion geografica (GIS, en inglés) pueden ayudarnos
a describlr y analizar la diversidad genética en su relaclon con las variables
agroecoldgicas clave.

Este tipo de estudio mejorara nuestra comprensién de la relacion que hay entre la
diversidad genética a nivel molecular y la diversidad biologica de los agroecosistemas.
Tamblén nos ayudara a desarrollar estrategias para que tanto la conservaclon in situ y
ex situ como el uso dado al germoplasma sean mas efectivos. Mediante este trabajo, el
CIAT puede ayudar a los paises en desarrollo a establecer trabajos en éreas clave
considerados en la Convencién sobre Diversidad Biologica.

Dactlloscopla usando AFLPs de
diferentes acceslones

de la coleccion nacleo de

P. vulgaris silvestre.

Conracto eN CIAT: J. Tohme, S. Beebe y
D. Debouck

Diciembre de 1994
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AcTuALIZACION PROYECTO 3

EXPLORANDO LOS PARIENTES SILVESTRES DEL FRIJOL
CoMUN

Se han identificado muchos genes utiles en las formas silvesires y en los parlentes
distantes de cultvos alimenticios basicos importantes, pero frecuentemente éstos
estan mas alla del alcance del fitomejoramiento convencional. En el CIAT estamos
explorande, mediante varios proyectos, nuevas maneras de facilitar la transferencia de
esos genes al frijol comun cultivado (Phaseolus vulgaris).

En las formas silvestres o primitivas de P. vulgaris exlsten algunas caracteristicas
importantes. Pero incorporarlas al frijol comin domesticado puede resultar bastante
complejo, aunque ambos sean sexualmente compatibles.

Tomemos, por ejemplo, el caso de la resistencla al gorgojo mexicano del {rijol (Zabrotes
subfasciatus) y al gorgojo comun del frijol (Acanthoscelides obtectus). las dos
principales plagas del frijol seco almacenado en Africa y América Latina. Enla
evaluacion de miles de accesiones de P. vulgaris silvestre no fue posible identificar
resistencia al gorgojo mexicano del frijol. Sin embargo, algunas acceslones de P
vulgaris silvestre fueron resistentes al gorgojo mexicane del {rijol, otras al gorgojo
comun del frijol, y varlas a ambas plagas.

Estudios realizados en colaboracién con la Universidad de Wisconsin senalaron que la
causa de la resistencta al gorgojo mexicano del frijol era una proteina, la arcelina, que
el insecto aparentemente tiene dificultad en digerir (ver folos). El nombre de esta
proteina deriva de un pueblo mexicano, Arcella, donde se recolectaron acceslones
silvestres de frijol que contenian el gen de resistencia.

La biosintesis de la arcelina que ocurre en los genotipos resistentes es una
caracteristica monogénica o de herencla simple; por tanto, los investigadores de frijol
del CIAT pudieron incorporar la resistencia a Z. subfasciatus en lineas experimentales
de frijol domesticado. Estas lineas se estan evaluando actualmente en Africa y
Ameérica Latina.

La dnica desilusién que nos ha causado la arcelina es que no tiene ningun efecto
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contra A. obtectus. Con el apoyo de la
Administracién General de Bélgica para la
Cooperacion en el Desarrollo (AGCD),
estamos caracterizando los factores que
determinan la resistencia a esa plaga en el
germoplasma de P, vulgaris silvesire. Hasta
ahora hemos identificado una fracciéon
proteinica que inhibe el desarrollo larval del
insecto en las acceslones resistentes del :
frijol silvestre (ver figura). Sabemos
también que otra {raccion contiene factores
generales de resistencla que limitan el Accion de Z. subfasciatus en accesiones de

crecimiento del insecto. frijol que tienen el gen de la arcelina
(resistentes) y accesiones sin él (susceptibles).
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Cadaiifio:de los sels vateitales Concentracion de la fracclon proteinica en la semilla (%)
resistentes, designados por "G", Efecto de la fraccion proteinica de acetona de 0-20%
lleva una variante diferente del en la emergencia de las larvas de A. obteclus,
gen de la arcelina. empleando semilla artificial de frijol.

Eslos resultados explican, en parte, el caracter genético cuantitatlvo o complejo de la
resistencia a A. obtectus. Una vez que conozcamos exactamente la naturaleza de los
factores de resistencia, esperamos desarrollar un método btoquimico o molecular que
permita seleccionar eficlentemente el germoplasma de frijol por resistencia duradera y
multigénica a esta Importante plaga.

Areas de colaboracién: E| CIAT es un candidato légico para caracterizar las
proteinas que posiblemente sean responsables de la resistencia a A. obtectus en el frijol
comun sllvestre. Sl tenemos éxito, habremos creado un gran espacio para actividades
de colaboracion en la clonacion de los genes asociados con esa resistencia y en su
transferencia al frijol comun.

Esa colaboracién ya se lleva a cabo en la investigacién sobre una variante especifica
del gen correspondiente a la arcelina. Con la financiacién de AGCD, cientificos de la
Universidad de Ghent, en Bélgica, esian clonando el gen de arcelina-5 con miras a su
posterior transferencia al frijol comun y olros cultivos que necesitan resistencia al
gorgojo mexicano dei frijol. El Centro Nacional de Recursos Genéllcos (CENARGEN) del
Brasil también investiga esta posibilidad.

El CIAT esta investigando los recursos genéticos de otras especies de Phaseolus, como
P. lunatus y P. acutifolius, para hallar fuentes adicionales de resistencla. Explora,

igualmente, enfoques allernativos para desarrollar resistencia, entre otros, los factores
antnutritivos como la avidina y la cistatina.

Conracto eN CIAT: J. Mayer y C. Cardona

Diciembre de 1994 \W/



ActuaLizacioN ProyecTo 4

ConocER EL ENEMIGO: UNA EsSTRATEGIA HACIA LA
RESISTENCIA DURADERA AL ANUBLO DEL ARROZ

El anublo del arroz o piricularia es la enfermedad mas extendida en los paises
arroceros y la que mas amenaza este alimento basico de 2500 millones de personas.
En la busqueda de una soluclén genética a este problema, los clentiflcos del CIAT y sus
colaboradores en la investigacion han aprendido mucho acerca de la base genética de
las Interacclones entre la planta hospedante y su enemigo numero uno.

El patogeno del anublo (Pyricularia grisea) es un hongo que genera un gran numero de
razas o patotlpos: esta diversidad extrema complica el desarrollo de cultivares
resistentes de arroz, La mayoria de las variedades liberadas hasta el momento tienen
genes simples de resistencla, que sélo son efectivos contra clertos patotipos.
Invariablemente, esla resislencla pierde su efectividad tan sélo 2 6 3 afos después,
como resultado de los cambios en la frecuencia de los patotipos, de la tnmigracion de
razas compatibles que ya existian o de la emergencia rapida de nuevas razas mediante
mutacién u otros mecanismos. Como no disponen de variedades con resistencia
duradera al anublo, muchos agriculiores dependen exceslvamente de los fungicidas.

En 1989, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) liberé Oryzica Llanos 5. Esta
variedad fue una linea experimental desarrollada por investigadores del CIAT en Santa
Rosa, un sitlo de alta concentracion de numerosas razas del hongo causante del
afublo en Colombla. Pasados 6 anos de produccion comercial de esta varledad, su
resistencia (inmunidad) al afiublo todavia se mantlene. Los cientificos del Instituto
Internacional de Investigacion del Arroz (IRRI), en las Filipinas, informan que esta
linea también ha mostrado resistencia en varios sitios invadidos por el aitublo en Asia.

Para explicar la durabilldad de esta resistencia y facilitar el desarrollo de varledades
similares, un grupo Interdisciplinario del CIAT, en colaboracién con colegas de la
Universidad de Purdue, E.U., ha realizado estudios sobre la diversidad de la virulencia
y ha caraclerizado la estructura genética del patégeno, mediante la “dactlloscopia”
genética, utilizando una sonda de ADN llamada MGR-586 (repeticiones del ADN de
Magnaporthe grisea, que conforman una sonda molecular desarrollada por Dupont).

Los estudios sobre la estruclura genética y la frecuencia de la virulencia del hongo
indlcan que ciertas combinaciones de genes de virulencla estan ausentes, o se
presentan con baja frecuencla, cuando los genes de resistencia de la planta son
especiflcos contra un linaje o una familia formada por varios patotipos.

Partiendo de estos resultados, los cientiflcos del CIAT estan aumentando Ja precision
de los trabajos de mejoramiento respecto a la resistencia duradera al afiublo. La
estrategia es hacer corresponder las combinaciones de genes de resistencia de la
planta hospedante con la combinacién de genes de virulencla que estan ausentes o se
presentan con baja frecuencla en la poblacion de patégenos. Esto hace que los
diversos linajes genéticos del patogeno sean incompatibles con la planta hospedante,



“Dacliloscoplas”™ genéticas usando
la sonda MGR-ADN de aislamientos
del anublo de Santa Rosa,
Colombia. Observe la semejanza de
los patrones en los aislamientos
dentro de los linajes genéticos y las
evidentes diferencias entre los
linajes 1 a 6.

Mediante el andlisls masal de grupos
de segregantes y el uso de
marcadores RAPD se diferenclaran
los genotipos de arroz susceptibles de
los resistentes. Observe que el
patron de RAPDs para el progenitor
susceptible es el mismo que el del
grupo segregante susceptible 1.

Con financiacién recibida de Ja Fundacion Rockefeller, avanzamos rapidamente en la
aplicacton de los datos sobre linajes, derlvados de la dactiloscopta MGR-ADN (ver foto).
Estos, junto con los marcadores moleculares (RFLPs y RAPDs), permiten Identificar los
segmentos cromosomicos que portan la resistencia a los linajes del hongo encontrados
en Colombla (ver folo}. Esperamos tener, dentro de pocos anos, marcadores que
permitan tdentificar y acumular mas eficientemente las combinaciones de genes de
resistencia.

Areas de colaboraciéon: El IRRIy el CIAT estan promoviendo intensamente la
colaboracién internaclonal en el desarrollo del germoplasma de arroz con resistencia
duradera al anublo, para que los paises en desarrollo puedan disfrutar mas faclimente
de los benelicios del germoplasma resistente, que se estiman en US$210 millones
anuales en solo América Latlna.

El IRRI coordina la investigacion en arroz a nivel mundial, mlentras que el CIAT se
concentra en América Lalina. Junto con cientificos de las universidades de Cornell y
de Purdue, el personal de los dos centros internaclonales ha adoptado una estrategla
de mejoramlento conjunta, Nuestro trabajo en Colombia es esencial porque se realiza
en un sitio (Santa Rosa) donde el hongo causante de la enfermedad es extremadamerte
variable.

Para que los institutos naclonales tuvieran mayor acceso a los nuevos avances y a la
tecnologia en el area, el CIAT reallzd un taller sobre el afublo del arroz en octubre de
1994, con la colaboracién del Programa Cooperativo para el Desarrollo Tecnolégico
Agropecuario (PROCISUR). El taller estuvo orientado al analisis de la diversidad
patogénica, usando marcadores moleculares, y a los estudios sobre la diversidad de la
virulencla. Participaron equipos multidiscipiinarios de cientificos (cada equipo
conformado por un mejorador, un patélogo y un especialista en blotecnologia) de cinco
paises del Cono Sur de América Latina.

Contacro eEn CIAT; F. CorreayJ. Tohme

Diclembre de 1994 \W}



AcCTUALIZACION ProyvecTo B

AroMixis EN EL GENERO BRACHIARIA: ¢ UNA NUEvA

EsSPERANZA PARA LOS HIBRIDOS?

Brachiaria y otras gramineas forrajeras tropicales son algunas de las pocas especies
econdmicamente importantes que pueden reproduclrse mediante apomixis, es decir, a
partir de semillas cuyo embrién se origina gracias a un proceso asexual (ver foto). Las
plantas que crecen de esta semilla son genélicamente idénticas a su progenitor
femenino y 1o son también entre si. Si se pudiera Introducir la apomixis en cultivos

BEXUAL APOMICTICA
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Estructura reproductiva de una planta sexual
y de otra apomictica (vistas con un microscoplo
de contraste de interferencia) obtenidas en un
cruce entre un tetraploide sexual de B.
ruziziensis y un tetraploide apomictico de B.
brizantha.
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Amplificacion del ADN de dos marcadores RAPD
ligados al gen de la apomixls en una poblacion
segregante de Brachlaria.

que generalmente se propagan en
forma sexual, se conseguiria que
los hibridos vigorosos se
reprodujeran en forma ldéntica de
una generacloén a otra.

En el CIAT hemos Identificado
recientemente marcadores
moleculares (RAPDs) ligados a un
solo gen dominante que parece
controlar la apomixis en Brachiaria
(ver folo). Al permilir la rapida
idenlificaclén de individuos
apomicticos en la progenie de los
cruzamientos hechos entre tipos
apomicticos y sexuales, los
marcadores deben ayudar a los
mejoradores del CIAT y de Brasil a
reunir los rasgos deseables de
diferentes especies de Brachlaria
en los cultivares hibridos y
reproducirlos de manera uniforme
e indefinida mediante la apomixis.

Aunque este trabajo no se
continte, la importancla de
Brachiaria en América tropical
Justificaria el uso que se da a los
marcadores moleculares para
marcar los genes de la apomixis en
estas especies. Solo en Brasil se
slembran mas de 50 millones de
hectareas con pasturas de
Brachiaria. Sl se torna la reglon
latinoamericana como un todo,
estas especles forrajeras
comerclales son las que mas se
cultivan.



Ahora blen, en vez de (inalizar esta investigacion con Brachlaria, ¢por qué no
comenzarla desde ese punto? Sl suponemos que se puede transferir un gen de la
apomixis desde esta especie hasla otras, podriamos multiplicar los hibridos de manera
uniforme, a bajo costo.

Los hibridos son la progenie vigorosa de los cruzamientos entre progenitores
genéticamente diferentes. Pues bien, sélo la primera generacion sexual de esta semilla
posee el vigor del hibrido. y no tiene sentido que los agricultores adopten hibridos a
menos que compren semilla nueva para cada slembra. En muchos paises en
desarrollo, los deficientes sistemnas de distribucién de semllla y la pobreza de las areas
rurales hacen practicamente imposible la adquisicion de semllla hibrida. Otro
problema es la biologia reproductiva de clerlas especies cullivadas que se
autopolinizan: en ellas la produccion de polen o su traslado al ovarlo es deficiente.
Esto complica notablemente la produccion masiva de semilla hibrida convencional.

Superar los obstiaculos que se oponen al desarrollo de hibridos es una de las metas de
las diversas instituclones que tratan de incorporar el gen de la apomixis en cereales
fmportantes medlante la hibridacién Introgresiva. Con el Hempo, se podrian
desarrollar cultlvos apomicticos mediante la aplicacion de nuevas técnicas de
biotecnologia que transfieran el gen de la apombixds entre especles genéticamente mas
distanciadas.

Una vez que los agricultores tengan su primera provisién de hibridos apomicticos
podran producir una generaclion tras otra de semilla hibrida.

Areas de colaboracién: El desarrollo de cultivos apomicticos mediante la ingenieria
genética incluiria tres etapas principales: 1) hacer un mapa detallado de la reglon
cromosémica de Brachiaria donde esta ubicado el gen de la apomixis, utilizando
marcadores moleculares; 2) alslar y clonar el gen de la apomixis; y 3) transformar
genéticamente las especies de interés. Cada etapa representa un gran reto y requerira
de estrecha colaboracion con laboratorios de investigacion avanzada. El CIAT inicid ya
la primera etapa al identificar un marcador molecular ligado al gen de la apomixis;
tambtén ha avanzado en el desarrollo de un protocolo de transformacion a parur de la
regeneracton de plantas de Brachiaria desde cultivos de tejldo. Esta técnica nos
permitira evaluar la expreslon del gen de la apomixis en los diferentes amblentes en
que se cultiva Brachiaria.

Contacto En CIAT: J. Miles y J. Tohme

Diciembre de 1994



DESARROLLANDO CAPACIDADES EN BIOTECNOLOGIA

La biotecnologia ofrece resultados tangibles en el CIAT. Desde 1988 hemos
desarrollado varias aplicaciones practicas que los cientificos del Centro y de
instituciones colaboradoras utilizan actualmente para conservar y mejorar la
agrobiodiversidad y su uso en el mejoramiento de los cultivos.

Aplicacién Usuario del CIAT Ailo
(programa/unidad)
“Daculoscopia” de isoenzimas Yuca, Recursos Genétlcos 1988
Proteinas (faseolina) como marcadores Frijol, Recursos Genétlcos 1989
Banco de genes In vitro Yuca, Recursos Genélcos 1989
Intercamblo de germoplasma in vitro Yuca, Recursos Genéllcos 1989
Mejoramiento medlante el cultivo de anteras  Arroz 1990
Técnicas de marcadores moleculares Frijol. Yuca, Arroz, En curso
Forrajes Tropicales

Para que estas tecnologias sean mas ampliamente disponibles en los paises en
desarrollo, el CIAT fomenta la cooperaclon en la investigacion en biotecnologia a través
de redes de invesligacion y desarrollo, capacitacién y otras actividades.

Redes

Para ayudar a establecer puentes que comuniquen las instlituciones y para hallar
aplicaciones biotecnolégicas utiles, el CIAT promueve redes internacionales de
investigacién agricola orientadas a los cultivos basicos. Estas redes proporcionan los
medios para dar prioridad a temas de investigacion en biotecnologia y para atraer la
atencion de los donantes de fondos y de la comunidad clentifica mundial hacla tales

temas.

El CIAT ha apoyado decididamente la Red Internaclonal de Blolecnologia de Yuca (CBN)
desde su establecimiento en 1988. Los objetivos principales de esta red son dos:

T RS i
Propagacion masiva de germoplasma de yuca
del CIAT por medio del cultivo de tejidos en el
Instituto de Botanica de China Meridional. Un
clentifico chino Indica aqui como se empacan
las plantulas en cajas de carton para
distribuirlas en los sitios donde se ensaya el
rendimiento en los campos de los agricultores
(foto cortesia del Profesor Kuo Chun-Yen).

estimular la Investigacion avanzada
sobre yuca y asegurar que este trabajo se
base en las prioridades de los
beneficiarios, especlalmente de los
consumidores y de los pequerios
agricultores. Financiada por la Direccion
General para la Cooperacion
Internacional (DGIS) de Holanda, la CBN
se esfuerza por lograr esas metas
fomentando el intercamblo de
informacion entre asociaciones de
agricultores, ONGs, programas de
Investigacién nacionales, otras redes,
laboratorios de Investigacion avanzada,
centros internacionales y entidades
donantes.
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Equipos multidisciplinarios de clentificos de los cinco paises del Cono Sur de América Latina hacen
una separacion de ADN mediante electroforesis en geles, en un curso sobre la aplicacion de
marcadores moleculares al estudio del afiublo del arroz.

La Red organiza conferenclas y Lalleres, proyectos de investigacion colaborativa, y
actividades de capacitaecion a corlo plazo para clentiflcos de paises en desarrollo. La
ultima conferencia que organizoé la Red tuvo Jugar en Bogor, Indonesia, en agosto de
1994, y a ella asistieron 150 clentificos de 16 paises en desarrollo y de 8 paises
desarrotlados. Las Instituciones que integran la Red estan comprometidas en 40
proyectos colaborativos de biotecnologia, que representan un aumento considerable
desde los 4 que habia en 1988; con ellos se procura selucionar algunos problemas que
plantean la produccién y la utillzacion de la yuca.

Ademas, el CIAT participa activamente en la Red de Blotecnologia de Arroz, que es
apoyada por la Fundaclén Rockefeller. El Centro ha establecido también la Red de
Investigaclon Avanzada en Biotecnologia de Frijol Phaseolus (BARN). En un taller de
esta Red, celebrado en el CIAT en 1993, 50 clentificos de 16 paises identificaron una
gran varledad de temas que podrian servir comeo punto de partida para proyectos de
investigacion colaboratlva. Este evento fue financiado por la Agencia Alemana para la
Cooperaclon Técnica (GTZ).

Capacitacion

Durante los Gltimos 5 anos. mas de 100 cientificos se han capacitado en el Centro en
diferentes aspectos de la biotecnologia. Algunos recibleron capacitacion directa en el
trabajo y durante periodos vartables de tlempo: otros hicleron en el CIAT
investigaciones para su tesis, ya sea de posgrado o de pregrado; y otros participaron en
cursos de capacitacion disenados para grupos.

En 1994, y con el apoyo de la Fundacion Rockefeller, se inicio una serie de cursos
sobre mejoramiento del arroz medlante el cultivo de anteras. Los participantes fueron
equipos integrados por un especialista en cultivo de tejidos y un mejorador de arroz de



la misma institucién. Los equipos estudiaron la forma de incorporar el cultivo de
anteras al mejoramiento de ese cullivo. En octubre de 1994, el CIAT y el Programa
Cooperativo para el Desarrollo Tecnologico Agropecuario (PROCISUR) organizaron un
curso similar para mejoradores, patélogos y blélogos moleculares de los paises del Cono
Sur de América Latina. En ese curso se tralaron dos temas: el analisis de la
diversidad patogénica con ayuda de marcadores moleculares, y la identificacién y
marcacién de los genes de resistencia en la planta hospedante al afiublo del arroz.

El CIAT esta desarrollando también su capacidad de entrenar a cientiflcos de América
Latina y el Caribe en la aplicacion de la blotecnologia a los estudlos de
agroblodiversidad. En noviembre de 1994, se ofreci6 el primer curso internacional
sobre blotecnologia para la conservacion y el uso de la agroblodiversidad, en
colaboracién con la Organizaclén de Estados Americanos (OEA). el Instituto
Colombiano de Crédito Educativo y Estudios Técnicos en el Exterior (ICETEX) y el
Fondo Colomblano de Investigaciones Clentificas y Proyectos Especlales "Francisco
José de Caldas" (COLCIENCIAS). A este evenlo asistleron 17 cientificos de
universidades, institutos naclonales de investigacion y entidades de proteccion
ambiental de 10 paises latinoamericanos.

Ademas de ofrecer capacilacion, el CIAT proporciona excelentes estudiantes a otras
instituciones. Nos sentimos especlalmente orgullosos de que, durante los ultimos
anos, mas de 15 de nuestros asistentes de investigacion colombianos han obtenido
becas para segulr sus estudlos en universidades como Cornell, Ohio State, Purdue y
Yale en los Estados Unidos, y en la Universidad de Strasbourg, en Francia.

Otros temas sobre biotecnologia

En 1991, el CIAT estableclé el Comité de Bloseguridad Institucional para supervisar
todas las Lnvestigaciones del Centro en que Intervengan técnicas de ADN recombinante
y para hacer un segulmiento a la liberaciéon de organismos transgénicos y a las
pruebas que se hagan con ellos. Ademis, se organizo un taller regional sobre la
bioseguridad en Ameérica Latina, con la colaboracion del Instituto Interamericano de
Cooperaclon para la Agricultura (IICA), que fue financlado por DGIS y el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (USDA). Los que participaron en este evento
hicteron un llamado a los paises andinos para que formen grupos de colaboraclon que
desarrollen normas de bloseguridad y contribuyan a que la liberacion experimental de
organismos transgénlcos sea controlada adecuadamente.

El Centro contribuye también al debate sobre los derechos de propiedad intelectual
(DPI} y sobre politicas sobre el movimienio internacional de los recursos fltogenéticos.
Bajo nuestra actual politica de DPI, los productos y los métodos biotecnolagicos
desarrollados en el Centro son de dominio publico. Esta politica permite también
hacer allanzas estratégicas con instiluciones de paises desarrollados y en desarrollo
para facilitar el acceso de estos nltimos a la Informacion y a la tecnologia. Estamos
estudiando los Convenios de Translerencia de Materiales (MTAs) relacionados con todos
los intercambios de productos y metodologias de caracter blotecnolégico para
garantizar su disponibilidad a las instituciones naclonales de los paises en desarrollo.

Conracro EN CIAT: W, Roca, J. Tohme y J. Mayer

Diclembre de 1994 \W/




interés, los promotores de genes, los
intensificadores de expresion y los genes
marcadores, entre otros (Figura 5).
Todos estos elementos se necesitan para
una expresion adecuada cuando el gen
modificado que se construye regrese a la
planta o se transfiera a otra especie
mediante transformacién genélica.

En primer lugar, los genes que seran
introducidos deben aislarse, clonarse y
maodificarse. Al mismo tiempo, debemos
desarrollar un protocolo reproducible y
eficiente para la regeneracion de plantas
utilizando técnicas de cultivo In vitro.
En el CIAT hemos empleado con éxito dos
tecnologias: la transformacion genética
por intermedio de Agrobacteriumy la
transformacion genética por medio del
bombardeo de particulas (Figura 6). Con
la primera tecnologia hemos producido

Figura 5. El plasmido pGV1040, un casete de
transformacion tipica proporcionado por PGS
de Bélgica. Es una de las construcciones
genéticas utilizadas en el CIAT en la
investigacion sobre la transformacion por
intermedio de Agrobacterium. Entre sus
bordes derecho ¢ izquierdo (BD y BI), el
plasmido contiene dos genes marcadores de
seleccion: 1) el gen bar que codifica la
resistencia a fosfinotricina y 2) ¢l gen npt II
para resistencia a kanamicina. También posee
un gen marcador reportero de la
transformacion, el gen gus, que codifica la

enzima f-glucuronidasa.

plantas transgénicas de la leguminosa
forrajera tropical Stylosanthes guianensis
y hemos logrado avances Importanies en
yuca. Con la segunda tecnologia hemos
generado plantas transgénicas de arroz
{Figura 7).

Figura 6. Los investigadores del CIAT estan
utilizando la blolistica para transformar
Brachiaria, frijol comin y arroz. Esta
tecnologia contempla el uso de un acelerador
de particulas PDS He/100 movido por helio,
que bombardea los tejidos regencrativos con
microproyectiles recublertos de ADN.

Figura 7. Arroz transgénico: arriba, el callo
embriogénico derivado del embrion expresa el
gen gus, como lo indlcan las manchas de color
azul oscuro; abajo, las plantulas transgénicas
(de la variedad de arroz CICA 8) regeneradas
del callo expresan el gen gus en sus hojas y
raices.



Los analisis de RFLP, RAPD y AFLP pueden aplicarse también al ADN de plagas y
patogenos de cultivos en un procedimiento llamado *dactiloscopia” del ADN. Dado que
revela las diferencias, a nivel molecular, entre las razas de un patégeno altamente
variable, este enfoque nos permite, por ejemplo, agrupar las razas en familias o linajes
genéticamente diferentes. Esto, a su vez, debe ayudarnos a determinar relaclones
genéticas y a desarrollar, con el tiempo, resistencia genética contra una enfermedad en
forma mas efectiva.

Los marcadores moleculares se emplean también efectivamente para facilitar el uso de
germoplasma ex6tico en el mejoramiento de cultivos, para identificar la duplicidad en
los bancos de germoplasma, para determinar las relaciones evolutlvas entre las
especies cultlvadas y entre éstas y sus parlentes sllvestres, y para medir la diversidad
genética.

Puntos de intervencion genética

En la biisqueda de soluciones genéticas a problemas de producctén y de utillzacion de
plantas, no slempre es claro como o donde podemos intervenir. Para utilizar el
germoplasma eficlentemente, debemos tdentiflcar los puntos de inlervenclon genética
mediante el esclarecimiento de los factores bioquimicos y de los mecanismos genéticos
implicados en los caracteres fisiolégicos y de calidad que tienen importancia (Figura 4)
y en las interacclones que relacionan las plantas y los factores de estrés biético. Luego
podemos desarrollar ensayos bioquimicos y moleculares para detectar esos factores y,
con el tiempo, aislar y clonar los genes responsables de éstos.

Ingenieria genética

Utilizando técnicas moleculares, podremos luego intentar modiflcar esos genes, ya sea
para aumentar su expresion normal (sobreexpresién} o para Inhibirla (regulacion
reductora). Esta tecnologia emplea “casetes” de transformacién, que constan de los
sigulentes elementos: la secuencia completa de codificacion del gen estructural de
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Figura 2. Diagrama
que muestra la
herencla de un
marcador RFLP ligado
con un gen de
resistencia a una
enfermedad. En este
caso, la resistencla es
dominante sobre la
susceplibilidad. Puesto
que el marcador tlene
diferente tamano en un
progenitor resistente y
en otro susceplible, se
dice que es polimorfico.
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Los genes que interesan al investigador se encuentran a menudo en parientes
sllvestres, en especies vegetales genéticamente mas distantes o en microorganismos.
Se abre asi una perspectliva apasionante para la blotecnologia: podremos enriquecer
los acervos de genes introduciendo, en el genoma elegido, genes bien caracterizados
tomados de fuentes antes inaccesibles, de manera que se evite el arrastre de
ligamientos, es decir, la introduccion de genes indeseables junto con los deseables: este
efecto ocurre con frecuencia en los cruzamientos sexuales convencionales.
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Una nueva técnica molecular, desarrollada por investigadores de Holanda y
denominada polimorfismo de longttud de fragmentos de ADN amplificaclos (AFLP, en
inglés), combina caracteristicas de las tecnologias de RFLPs y de RAPDs. La principal
ventaja de los AFLPs es que se puede analizar un namero mucho mayor de fragmentos
de ADN en una sola corrida de electroforesis; por tanto, permite distinguir mas
precisamente los genotipos a nivel molecular.

Construccién de mapas genémicos moleculares

La nueva tecnologia de ADN recombinante ha facilitado notablemente el desarrollo de
los mapas genéticos. Anteriormente, los investigadores podian detectar solo algunos
eventos de recombinacion genética mediante la observacién de los marcadores
fenotipicos de las plantas. Con los marcadores moleculares, las diferenclas genéticas se
pueden deteclar de manera mas completa y sencilla.

Por ejemplo, un mapa genomico de RFLPs puede desarrollarse mediante la utilizacion
de numerosos marcadores que determinan la posicion de fragmentos especificos en los
cromosomas que se encuentran relacionados los unos con los otros. Esto se realiza
medlante el andlisis de ligamientos, en que se acepla que los marcadores que segregan
juntos después de la meiosis estan “ligados™.

El numero de esos marcadores es lllmitado; por tanto, es posible saturar literalmente
el genoma vegetal y obtener asi Informacién acerca de todas las regiones de cada
cromosoma de una especle vegetal. Los marcadores ligados a genes especificos nos
permiten seguir la transferencia de estos genes marcados de una generacion a otra, ya
que ambos co-segregan a la progenie después de la meiosis (Figura 2).

Las principales ventajas de los marcadores moleculares son: pueden delectarse en
cualquler estado del desarrollo de la planta y en cualquier tejido: el ambiente no los
afecla; y son genéticamente codominantes (el caso de los RFLPs). En consecuencia,
consttuyen el medio conflable y directo para localizar segmentos cromosomicos y los
genes contenidos en ellos, y para hacerles seguimiento en el proceso de mejoramiento
genético.

El CIAT esta desarrollando en la actualidad dos mapas moleculares, uno parayucay
otro para frijol teparl. También estamos utilizando mapas moleculares de frijol comun
y de arroz que fueron desarrollados, respectivamente, en las untversidades de Florida y
de Cornell, E.U. Los mapas moleculares comprenden conjuntos de marcadores
moleculares, denominados grupos de ligamiento (Figura 3). Normalmente, el nimero
de estos grupos equivale al numero cromosomico base de la especie (n = x).

Otros usos de los marcadores moleculares

Ademas de ayudar a hacer mapas de los genomas vegetales, los RFLPs y RAPDs son
bastante promisorios para facilitar la seleccion de plantas respecto a caracteres
importantes. Mediante un procedimiento denominado andélisis masal de segregantes,
evaluamaos muchos RAPDs para identificar los mas cercanos a los genes que nos
interesan. Aunque su practica esta aun restringida, la selecciéon ayudada por
marcadores moleculares debe simplificar tareas especificas de fllomejoramiento porque
reduciria la necesidad de hacer en el campo evaluaciones extensivas de una progenie
segreganle.



LA CaJA DE HERRAMIENTAS DE LA BIOTECNOLOGIA

Desde que se establecid la Unidad de Investigacion en Blotecnologia, en 1985, el CIAT
ha ampliado rapldamente su capacidad de aplicar nuevas tecnologias. Este informe
presenta una reviston de las técnicas que estan actualmente en uso en el Centro.

Tecnologias de marcadores genéticos moleculares que se aplican en el CIAT

Una de estas técnicas comprende el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion del ADN (RFLP, en inglés) que resultan de la digestion del ADN por enzimas
de restriccion. Una enzima de restriccion que puede ldentificar una secuencia
especifica de nucleétidos o par de bases. corta el ADN dondequiera ocurra esa
secuencia. Los fragmentos de ADN que resultan de esos cortes se separan en un gel de
electroforests, se transfieren a una membrana de nilon y se colocan en una solucion de
hibridacién junto con una sonda. Esta es un fragmento de ADN clenado que fue
generado mediante la duplicacién del ADN en un organismo veclor. La sonda puede
ser radioactiva o estar marcada con un compuesto no radioactivo. En la solucion de
hibridacion, la sonda se une a los fragmentos de ADN que tengan una secuencia
complementaria. La posicion de la sonda se determina mediante autorradiografia o
tineién, en la que aparece como una banda oscura.

Los métodos mas recientes para detectar diferencias genéticas a nivel molecular se
basan en la amplificacién de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa ([PCR,
en inglés) (Figura 1). Mediante esta tecnologia se sintetizan millones de copias de un
fragmento dado de ADN, usando secuencias de ADN relativamente cortas llamadas
oligonucleotidos inlciadores; éstos pueden corresponder a partes de genes conocidos o a
posiciones especificas (loci) en un cromosoma, o pueden ser de origen desconocido. Un
fragmento de ADN sintetizado con este tltimo tipo de iniciador se denomina ADN
polimorfico amplificado al azar (RAPD, en inglés).

Las dos cadenas del ADN del organismo objeto de estudio se abren por caleniamiento.
A medida que se enfria este ADN, los inicladores de oligonucleétidos se ligan a ambos
extremos de cada cadena. La enzima Taq polimerasa agrega nucleotidos hasta que se
haya producido una nueva copla del modelo original. Se necesitan cerca de 30 ciclos
para productr un millén de coplas del fragmento original de ADN, lo cual se obliene en
pocas horas de amplificaciéon usando aparatos llamados “lermocicladores”.

Se produce una cantidad tan grande de
ADN que lacilmente se puede observar
mediante electroforesis. Dos ventajas
clave tlene esta tecnologia: es altamente
sensible a diferencias genéticas a nivel
molecular y evita el uso de materiales
radioactivos potencialmente peligrosos y
de enzimas de restriccion costosas. Los
RAPDs se utilizan comunmente en el
CIAT para el mapeo de genomas, en la
marcacion de genes, y en la dacliloscopia
genética.

Figura 1. Un termociclador permite hacer
millones de coplas de ADN partiendo de una

muestra pequena del material medlante la
metodologia de PCR.



