




"l:..J N Acro DE EQUILIBRIO 

Durante los últimos 30 anos más o menos, la únlca tarea 
urgente de los Investigadores agrícolas en el trópico ha 
sido prestar ayuda a los agricultores para contrlbutr a la 
producción de alimentos en el mundo en desarrollo. 
Ahora, tenemos que trabajar con ellos para alcanzar un 
equilibrio entre tres objetivos competitivos: 

l . Lograr y mantener la seguridad 
alimentarla. 

En muchas partes del mundo en 
desarrollo. la seguridad alimentaria 
es ---en el mejor de los casos­
Inestable. Para ayudar a abolir el 
hambre. los Investigadores agricolas 
deben atacar resueltamente los 
principales limltanles de producción 
y almacenamiento de alimentos. 

2. Hacer que la agricultura sea más competitiva. 

Apertura es la palabra favorita de las políticas 
económicas de muchos países en desarrollo. Los que 
más se benefician son aquellos paises que logran 
habilitar mejor su agricultura para ser competitiva. 
vinculando la producción de los alimentos básicos con 
los nuevos mercados y explotando una amplia gama de 
diversidad genética para desarrollar nuevos productos. 
Una de las maneras en que los investigadores pueden 
ayudar es generando productos agrícolas cuya calidad 
satisfaga las demandas del mercado. 



I-\ INVESTIGACIÓN EN EL LABORATORIO 

y EL TRABAJO DE CAMPO VAN DE LA 

MANo 
Para los clentificos del ClAT que aparecen en estas dos 
páginas. la construcción de un mapa genéUco molecular de 
la yuca --el primero en ser desarrollado en su totalidad en 
un centro internacional de investigación agricola- es una 
tarea onerosa en el camino hacia el fitomeJoramlento. 

Equipo que 
conslJuy6 el mapa: 

Martin Fregene, 
Fernando 

Rodriguez. 
Roda Gómez, 

Fernando Angel. 
Merideth 

Bonlerbale, y 
Joe Tohmc (no 

aparee<: en la foto) . 

"Para 
encontrar 

marcadores 
moleculares 

relacionados 
con 

caraclerisUcas 

deseables. 
estamos 

estudiando 
las 

diferencias 
entre 

diversos 
genoUposde 
yuca dentro 

de un amplio 
rango de 

condiciones 
en el campo 

yen el 
laboratorio· . 



~ NA BIOTECNOLOGÍA DE DELANTALES 

EMBARRADOS 

Para algunas personas. la blotecnología conlleva una 
Imagen de cIencIas puras. alejadas de la cotidianidad de la 
agrtcultura. Y -en algunos casos- esta Imagen parece 
correcta. 

Pero lo que estamos haciendo en el ClAT es una 
bIotecnología de delantales embarrados. Eso quiere decir 
que Integramos los métodos moleculares y celulares 
modernos con la Inves tigación en el campo para lograr dos 
ventajas Importantes: 

l. 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 dtficlles o Imposibles de 
superar. 

2. Una relación estrecha con la JnvesUgaclón 
parUclpativa. dirigida a los cultivos y sus partentes 
silvestres. asegura que lo que hacemos en el 
laboratorio sea relevante para los agricultores y los 
consumidores. 

En los volantes adjuntos. titulados Actualización de 
Proyectos (ver el bolsUlol. desCI1blmos la Investigación que 
se está llevando a cabo en el ClAT sobre algunos temas 
seleccionados. 

John Mtles. 
OtomeJorador del elAT. 

analiza las Infestaciones 
del -sallvazo- en la 

gramínea Brach!ar1a. 



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

En una agricultura orientada hacia el mercado. 
exlste una tendencia muy fuerte hacia el uso 
excesivo de pesUcldas. lo cual aumenta los 
costos de producción. ocasiona daños 
ecológicos, y puede establecer barreras que 
Impidan la comercialización. Una de las 
maneras en que la btotecnología puede combatir 
este problema es acelerando el desarrollo de 
vartedades resistentes a las plagas y a las 
enfermedades. que ellmlnen o reduzcan la 
necesidad del control químico. Otra es 
promover las asociaciones naturales entre las 
plantas y los microorganismos benellcos para 
reducir las poblaciones de plagas y patógenos. 

Para ayudar a los'agrtcurtores a mantener el equlllbrio, no 
podemos limitarnos simplemente a dominar ciertas 
técnicas nuevaS. Debemos aplicarlas con crcaUv1dad hacia 
fines prácUcos. tales como la conservación de la diversidad 
genéUca (en los bancos de genes, en los campos de los 
agricultores y en la naturaleza) y la uUllzaclón de genes 
valiosos para el mejoramiento de las plantas. 



"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~. 



Con el fin de analizar la 

diversidad geneuca a nivel 
molecular. los participantes 

en un curso de blotecnologia 
para la conservación de la 

agroblodtversldad aprenden 
a transferir ADN de un gel 

de electroforesis a una 
membrana de nilón. 



-.:..JN LABORATORIO SIN PAREDES 

Cuando el CIAT estableció la Unidad de Investigación en 
Blotecnología (UIB) en 1985. buscamos una manera de 
Integrar las nuevas técnicas a la Investigación 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 propósitO. nos 
cuenta Wllllam Roca. jefe de la UIB. que se organizó "un 
laboratorto sin paredes -un laboratorto abierto a las 
personas que pudieran ayudar a Identificar los problemas y 
a desarrollar soluciones innovadoras". 

Las principales funciones de la UIB son: 

• lnvesttgar el potencial de las nuevas 
tecnlcas. utilizando la información 
básica de los laboratorios avanzados 
(ver La Caja de Herramientas de la 
BiDtecnolDgía. en el bolsillo). 

• Diseñar aplicaciones de la 
blotecnología para ser usadas por los 
fitomejoradores y otros 
Investigadores agrícolas. 

Desde 1989. los científicos del CIAT y sus colegas de 
otras Instituciones han puesto en práctica las técnicas 
del cultivo de anteras en arroz, la conservación in vitro 
de la yuca. la "dactiloscopia" genética mediante 
isoenzimas, y el uso de mapas y marcadores genéUcos 
moleculares. Ya están en camIno más aplicaciones. 

Un melodo sencillo de 
fitomeJoramlento, 

efecuvo en términos de 
costos. mediante el 
cultivo de anteras. 



"L.J NA PuERTA ABIERTA 

Una de las consignas de la investigación y la cooperación 
en bloteenología del CIAT es mantener la puerta abierta. 
Mantenemos esa apertura para dar cabida a acuerdos 
flexibles sobre Investlgaclón y capacitación en un ampllo 
rango de campos. Además. abrtmos puertas de 
oportunidad para nuestros colegas. mediante: 

• Las redes de Investigación. las cuales 
proporcionan un marco de referencia para gran 
parte de nuestras actividades colaboratlvas. 

• La capacitación y la programación de otras 
actividades dlrtgldas al fortalecimiento de la 
capacidad naCional de Investlgaclón. 

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

• La participación activa en el debate sobre la 
blosegurtdad, los derechos de propiedad 
Intelectual y el intercambio de recursos 
geni:tlcos. 

(Para mayor Información sobre estas actividades, consulte 
DesllIToIlando Capacidades en BiDlecn%gia. en el bolsillo.) 

Muchas instituciones de los países en desarrollo ya 
cuentan con un personal y una InfraestnJctura excelentes 
para la Investlgaclón en blotecnología. Aún asi, sigue 
siendo muy grande la brecha en tecnología geni:tlca entre 
estos países y el mundo Industrializado. 

Una buena manera de cerrar esta brecha es mediante la 
reaHzaclón de proyectos colaboratlvos de Investigación que 
ponen en contacto a los especlallstas en blotecnologia con 
los clentificos de otras dlsclpllnas. En años recientes, el 
CIAT ha realizado 10 proyectos de <;sta naturaleza con 
apoyo de diversos donantes. Hay abundancia de 
oportunidades para mayor cooperación. 

'.' 
SI no fuera así, no le estariamop enviando esta invitación. 

"'Desde hace algún 
tiempo, el CIAT 
comprendió la 
necesidad de 
orientar la 

aplicación de la 
biotecnologia 

hacia los clientes 
y los problemas; y, 
por lógica, el CIAT 

ha sido nuestro 
socio en el 

funcionamiento de 
la Red 

Internacional de 
Biotecnologia en 

Yuca". 

TII, J. W('ssC'/s , 

Jefe, 
Couperación pnrn lu 

IJiolccnologia y el 
[)('snrrollo. [)irecciól¡ 

Geucrnl de 
Coo{Jero.ción 

IlIlernaciollo.l (DGIS). 
llolwulo. 

"El intercambio de 
estudiantes de 
maestría y de 
posdoctorado 

entre el CIAT y la 
Universidad de 
Purdue ha sido 

una de las 
recompensas 
continuas de 

nuestra feliz y 
fructifera 

colaboración ", 

Monis IÁ.'vy. 
Profesor. 

Universidad de 
Purdue. EE.UU. 



AcTUALIZACIÓN PROYECTO 1 

MEJOR CONSERVACIÓN DE LOS RECURSOS GENÉTICOS DE 

YUCA 
La colección de yuca que se mantiene en el ClAT conUene cerca de 6000 accesiones 
provenientes de los principales centros de diversidad de la especie en las Américas y de 
los centros secundarios de Afrlca. Asia y Oceanía . El Centro desarrolla una estrategia 
integrada para mejorar la conservación de estos recursos genetlcos. 

La Identificación de los duplicados que existen en la colección es un componente de esa 
estrategia. La colección contiene clones locales (cada uno con nombre diferente) y 
muchos de éstos posiblemente cons tituyen el m1smo genotipo. Para aumentar la 
eficienCia de conservación y de manejo del gerrnoplasma es necesario IdentlOcar dichos 

duplicados. 

El anills1s de perfiles de Isoenzimas (ver foto). Junto con los descriptores morfológicos y 
agronómIcos. Indican que cerca del 200/0 de la colección son duplicados. A grupos de 
variedades ya examinadas respecto a su morfología y sus Isoenzlmás. les hacemos la 
dacUloscopla del ADN para detectar diferencias genéUcas de manera más precisa. Por 
ejemplo. en una muestra de 100 accesiones aparentemente sImilares, determinamos 
que 20 son genéticamente únicas -y las demás son material duplicado- utilizando 
como sonda el gen que codifica la proleina 111 del baclenófago M 13. Los marcadores 
RAPO confirman eslos resultados. 

Para la conservación efecuva de los recursos geneUcos es necesario combinar la 
conservación In silu y ex situ. La conservación In sltu se prefiere para las poblaciones 
de parientes silvestres de las espedes culUvadas y para cultivares primitivos. 1..3 
conservación ex sltu complementa ese enfoque porque protege el germoplasma que se 
encuentra bajo amenaza de erosión geneUca o de otros peligros. Esta protección puede 
lograrse por diversos medios, que van desde la conservación de culllvares en el campo, 
hasta la conservación in vitro. el a lmacenamiento de AON y la cnopreservaclón. 

En cooperación con el InsUtuto 
Internacional para los Recursos 
Fltogenétlcos (lPGRI), el ClAT ha 
desarrollado un banco acUvo de 
germoplasma In vitro que contiene mas 
de 5900 clones, los cuales representan 
mas del 95% de la colección mundial de 
germoplasma de yuca (ver foto). La 

Unidad de Recursos Cenélicos del Centro 
mantiene esos clones en condiciones de. 
crecimiento lenlo (es deci r. a 
temperatura reducida y en un medio 
especial). Aun así. las accesiones deben 
renovarse por periodos que van de 12 a 
18 meses. El banco In vitro completo 
ocupa 35 m l de espacio de labaratano. 
cerca de una milésima parte del area 
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Perfllcs de la lsoenzlma a . .6-eslerasa obten ida 
de accesiones de germoplas ma de yuca. Son 
nolonas las semeJanuls y las diferencias entre 
Jos perflles de cinco grupos que, de otra 
manera, son morfo16glcamentc similares. 



El banco activo de gcrmoplasma de yuca In 
vitro que maneja el CLAT. 

Crtopreservaclón: el enfoque Idea] para la 
conservaciÓn a largo plazo de los recursos 
genéticos de yuca. 

necesaria para mantener esos mismos materia les en el campo. De esta colección 
acUva hemos dlstrtbu ldo casi 2000 clones de yuca libres de patógenos a las 
Instiluclones nacionales de investigación de 35 paises de Mrlca. Asia y Amér1ca latina . 

El enfoque Ideal para la conservación a la rgo plaw es la crtopreservaclón o 
ultracongelamlento (ver foto). Puesto Que detiene las funciones celulares y la 
senescencia. este mélodo permite preservar el genoma vegetal Indefinidamente. El 
ClAT ha estado InvesUgando la criopreservaclón de ápices caulinares de yuca desde 
1989. En 199 1 fue posible recuperar plantas de yuca completas de los á pices 
caulinares congelados en nitrógeno líquido (-1 96 OC). Introduciendo mejoras en la 
técnica. Que conslstian en cambios en los tratamientos de deshidratación del teJido, en 
la tasa de enfriamiento yen el medio de cultivo. se recuperaron s lslemáUcamenle 
plantas de aplces cau linares congelados, con una tasa de éxito de más del 6()<1/o. 

Eslamos desarrollando a hora un protocolo sencillo para lograr una congelación más 
eOclente y menos costosa, que permitirá la conservac ión a largo plazo de la colección 
base de yuca en nitrógeno líquido. 

Areas de colaboración: La conservación In vUro de la yuca ocupa un lugar 
lmporLanle en la capaCitación que el ClAT ofrece en el area de recursos genéticos. 
Figuró. por ejemplo. en tre los pri ncipales temas de un curso tllulado ~8lotecnologia 
para la Conservación de la Agroblodlversldad~. que se real izó en la sede del Centro en 
noviembre de 1994 y sepUembre de 1995. 

En J 989. el ClAT y el IPORJ se unieron para desarrollar un banco piloto de 
germoplasma para estudiar durante 3 años los requertmientos tecnlcos y logísticoS de 
estab lecer y operar un banco In vitro. En colaboración con los programas nacionales. 
los dos centros están planeando un proyecto piloto s imilar para poner en 
funcionamiento un banco de germoplasma base empleando técnicas de crtogenia. 

CONrIl,CTO EN ClAT: W. Roca. M. Bonlerbale y C. Guevara 

Diciembre de 1994 



ACTUALIZACIÓN PROYECTO 2 

UN PRIMER CONTACTO CON lA DIVERSIDAD GENÉTICA DE 

PHASEOWS 

Las 26.500 accesiones de Phaseolus mantenidas en la Unidad de Recu rsos GeneUcos 
del CIAT contienen suficiente diversidad genética para tener ocupados a los 
Invesugadores en frijol durante décadas. Ahora bien. puesto que la colección completa 
es muy grande y no se ha caracterizado completamente, se convierte en una 
herramienta dific il de manejar para quien estudia la estructura y la dlslribución de la 
diversidad genética de Phaseolus y para Idenuncar genes valiosos. 

Con el fin de ejecutar esas tareas en forma más efectiva, algunos Investigadores del 
CIAT -enlre ellos. los especialistas en genéUca de fl1J ol. blolecnologia y geograria 
agricola- formaron recientemente dos colecciones nlicleo de Phascolus. La primera 
conUene 1420 accesiones y representa el frijol comun cultivado (Phascolus uulgorts). y 
la segunda. con 100 accesiones, contiene a P. uulgarts silvestre. Estas colecciones 
núcleo fueron concebidas para dar a los InvesUgadores una Idea preliminar de la 
divers idad existente y para seIVir de guia en esludlos postertores: no Intentan 
remplazar las colecciones completas o de reserva. 

Las colecciones núcleo. no obslanle. son üUles sólo en la medida en que rep resenten 
con preciSión la divers idad genética de las especies muestreadas. Para satisfacer este 
requisito. la composición de las colecciones núcleo se basó en una combinación de 
faclores que se relacionaron con la evolución del frijol comün y con los sistemas 
agroecológlcos en los cuales este se ha encontrado. Por ejemplo. al rormar la colección 
de P. uulgaris culUvado. se Incluyeron mas accesiones de los centros primarios de 
diverSidad que de los secundarios. y se dio mas Importancia a los lipes de semilla ya 
los hábitos de crecimiento prlmlllvos que a los tipos comerCiales moder nos. 

Para garanllzar que la colección núcleo cubra el rango total de adaptación del cultivo, 
se desarrolló una c1aslncaclón agroecológlca sencilla. que se basa en cuatro factores 
(como suelo y precipitación) e Incluye un total de 54 sistemas agroecológlcos diferentes. 
El sistema agroecológico al cual pertenece cada accesión se Identificó uUllí'.ando las 
coordenadas cartográflcas de los slttos de recolección de las lineas na tivas de frijol. 

En colaboración con los clentmcos de la Universidad de Wlsconsin. E.U .. se utilizaron 
marcadores RAPO para comprobar s i la variabilidad genéLlca de la colección núcleo de 
P. uulgariS culUvado en verdad represenla la variabilidad de la coleCCión de reserva. 

Ahora se necesita evaluar las colecciones núcleo -por ejemplo. respecto al uso 
eOclente del f6sfor~ y utilizarlas seleccionando los genotipos deseables. 

Además. la colección de accesiones sUvestres se esta caracterizando. utilizando 
faseollna y otras proteínas polimórficas de la semilla como Indicadores bioquímicos de 
la diversidad genética: se usan tamblen marcadores moleculares. como AFLPs y RAPOs 
(ver foto) . Estas lecnlcas ayudan a estudiar la eslructura genética del germoplasma 
silvestre. a determinar el grado de domesllcactón del frijol cultivado desde: una fracción 
limitada de poblaCiones sllveslres (denominado el eJecf.oJundado,", y a deteclar el flujo 



de genes entre el germoplasma sUvestre y el culUvado, y entre acervos de genes de 
fr1Jol común de la Reglón Andina y de Mesoamelica. 

Areas de colaboración: Las coleCCIones núcleo y los procedlm1entos medIante los 
cuales éstas se forman se consideran oportunidades nuevas para acUvar la 
colaboración con bancos de germoplasma y programas de mejoramiento. Las 
colecciones proporcionaran un punto de partida común para hacer estudios y 
evaluaciones adicionales sobre la diversidad de Phaseolus. 

La colaboración Incluye la aplicación de procedimientos nuevos para formar 
colecciones núcleo de otras especies: esto ayudarla a los InvesUgadores a estudiar un 
amplio espectro de agroblodlversldad. Herramientas como los marcadores moleculares 
pueden magnificar la precisión de estos estudios y los conocimientos que de ellos 
obtenemos. Los sIstemas de Información geográfica (OIS. en Inglés) pueden ayudarnos 
a describir y analizar la diversidad genética en su relación con las vartables 
agroecol6glcas clave . 

Este tipo de estudio mejorara nuesLra comprensión de la relación que hay entre la 

diverSidad genética a nivel molecular y la diversidad biológica de los agroecoslstemas. 
También nos ayudará a desarrollar estrategias para que tanto la conservación In situ y 
ex sllu como el uso dado al germoplasma sean más efeCtlvos. Mediante este trabaJO. el 
ClAT puede ayudar a los paises en desarrollo a establecer LrabaJos en áreas clave 
conSiderados en la Convención sobre Diversidad Biológica. 

- =- ¡ 
• 

Dactlloscopla usando AFLPs de 
diferentes accesiones 
de la colección núcleo de 
Po. uulgarfs sllveslre. 

COHTACTOEN CIAT: J. Tohme. S . Beebe y 
D. Oebouck 

Diciembre de 1994 



AcTUALIZACIÓN PROYECTO 3 

EXPWRANDO WS PARlENfES SILVESI'RES DEL FRIJOL 

COMÚN 

Se han Identificado muchos genes útiles en las formas silvestres y en los parientes 
distantes de cultivos alimenticios básicos Importantes. pero frecuentemente éstos 
estAn más allá del alcance del OtomeJoramlento convencIonal . En el CLAT estamos 
explorando, mediante vanos proyectos. nuevas maneras de facilitar la transferencia de 
esos genes al frijol común cultivado (Phaseolus uulgaris). 

En las formas silvestres o primitivas de P. uulgarts exlsten algunas caraclerisllc3s 
Importantes. Pero Incorporarlas al frijol común domesticado puede resultar bastante 
complejo. aunque ambos sean sexualmente compatibles. 

Tomemos. por ejemplo, el caso de la resistencia al gorgOjo mexJcano del frijol (Zabrotes 

subjasctalUS) y al gorgojo común del (IiJol (Acanthoscelidcs obtectusl. las dos 
principales plagas del fr1Jol seco almacenado en Afr1ca y América LaUna. En la 
evaluación de miles de accesiones de P. uulgarís silvestre no fue posible Identificar 
resistencia al gorgojo mexicano del frijol. Sin embargo. algunas accesiones de P. 

vulgariS sJlvestre fueron resistentes al gorgojo mexicano del fr1Jol. otras al gorgojo 
común del frijol. y varias a ambas plagas. 

Estudios realizados en colaboradón con la Universidad de Wtsconstn señalaron que la 
causa de la reslstenda al gorgojo mexicano del frijol era una proteína. la arceHna. que 
ellnseclo aparentemente tiene dificultad en digerir (ver fotos). El nombre de esta 
proteína deriva de un pueblo mexIcano, ArceHa. donde se recolectaron accesiones 
silvestres de frijol que contenían el gen de resistencia. 

La biosintesls de la arcelina que ocurre en los genotipos resistentes es una 
caracterisUca monogénlca o de herenda simple: por tanto. los Investigadores de frijol 
del ClAT pudIeron Incorporar la resistencia a Z. subjasdatus en lineas experimentales 
de frijol domesUcado. Estas lineas se están evaluando actualmente en Afrlca y 
AméI1ca La tina . 

La unlca desilusión que nos ha causado la arcellna es que no tiene nlngUn efecto 
contra A. obtcctus. Con el apoyo de la 
Administración Ceneral de Bélgica para la 
Cooperación en el Desarrollo (AOCO). 
estamos caracterizando Jos factores que 
determinan la resistencia a esa plaga en el 
germoplasma de P. vulgaris silvestre. Hasta 
ahora hemos IdenUflcado una fraccIón 
proteintca que Inhibe el desarrollo larval del 
Insecto en las accesiones resistentes del 
frijol silvestre (ver ngura). Sabemos 
tambIén que otra fracción contiene factores 
generales de resistencia que limitan el 
crecimiento del Insecto. 

Acción de Z. su!¡fascLalus en accesIones de 
fr1Jol que tienen el gen de la arcellna 
(resIstentes) y accesiones sIn CI (susceptibles). 
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Un marcador bioquímico sirve 
para Identificar el gen de la 
arccltna en accesiones de frijol. 
Cada uno de los seis materiales 
resistentes, designados por "C" , 

lleva una variante diferente del 
gen de la arccllna. 
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Concentración de la fracción proteínica en la semt1Ja (%1 

Efecto de la fracción proteínica de acetona de 0-20% 
en la emergencia de las larvas de A. obtectus, 
empleando semilla artificial de frijol. 

Estos resultados explican, en parte, el carácter genético cuantitaUvo o complejo de la 
resistencia a A. obleclus. Una vez que conozcamos exactamente la naturaleza de los 
factores de resistencia, esperamos desarrollar un método bloquimlco o molecular que 
permita seleccionar eficientemente el germoplasma de frij ol por resistencia duradera y 
mulugénlca a esta Importante plaga . 

Areas de colaboración: El CIAT es un candidato lógico para caracterizar las 
proteinas que posiblemente sean responsables de la resistencia a A. obtec(us en el rriJol 
común silvestre. SI tenemos éx.llo, habremos creado un gran espaciO para actividades 
de colaboración en la clonación de los genes aSOCiados con esa resistencia y en su 
transferencia al frijol común. 

Esa colaboración ya se lleva a cabo en la InvesUgaclón sobre una variante especinca 
del gen correspondiente a la arcellna. Con la fina nciación de ACCD, cienUflcos de la 
Universidad de Ghent, en Bélgica, están clonando el gen de arcelina-5 con miras a su 
posterior transferencia al rriJol comú n y otros cu)Uvos que necesitan resistencia al 
gorgojo mexicano del rrijol. El Centro Nac ional de Recursos Genéllcos (CENARGEN) del 
Brasil también Investiga esta posibilidad. 

El CIAT esta investigando los recursos genéticos de oLTas especies de Phaseolus, como 
P. lunalus y P acutifolius. para hallar ruentes adicionales de resistencia . Explora. 
Igualmente, enroques alternativos para desarrollar resistencia, entre olros, los ractores 
anUnutrillvos como la avid lna y la cislaUna. 

COtrrACTO EN CIAT: J. Mayer y C. Cardona 

Diciembre de J 994 



AcTUALIZACiÓN PROYECTO 4 

CONOCER EL ENEMIGO: UNA ESTRATEGIA HACIA lA 

RESISTENCIA DURADERA AL AÑUBLO DEL ARRoz 

El añublo del arroz o plr1cularta es la enfermedad más extendida en Jos paises 
arroceros y la que más amenaza este alimento básico de 2500 millones de personas. 
En la búsqueda de una solución genéUca. a este problema, los clenUncos del ClAT y sus 
colaboradores en la Invesugacl6n han aprendido mucho acerca de la base genética de 
las Interacciones entre la planta hospedante y su enemigo número uno. 

El patógeno del aflublo (Pyricularta grtsea) es un hongo que genera un gran numero de 
razas o patotlpos: esta diversidad extrema complica el desarmllo de cultivares 
resistentes de arroz. La mayoría de las vartedades liberadas hasta el momento tienen 
genes slmples de resistencia. que sólo son efecuvos contra ciertos patoUpos. 
Invariablemente. es ta reslslenCla pierde su efectividad Lan sólo 2 ó 3 años después. 
como resultado de los cambios en la frecuencia de los palollpos, de la Inmigración de 
razas compatibles que ya exJstian o de la emergencia raplda de nuevas razas mediante 
mutación u otros mecanismos. Como no disponen de variedades con resistencia 
duradera a l a ñublo. muchos agricultores dependen excesivamente de los funglcldas. 

En 1989. el Instituto Colombiano Agropecuario (JCA) liberó Oryzlc., Uanos 5 . EsLa 
variedad fue una linea experimental desarrollada por investigadores del ClAT en Santa 
Rosa. un sitio de alla concentración de numerosas razas del hongo causanle de l 
añublo en Colombia . Pasados 6 rulOS de prodUCCión comercial de esta variedad. su 
resistencia (inmunidad) al añublo todavia se mantiene. Los clentíncos dellnsututo 
Internacional de Invesugaclón del Arroz (IRRlJ, en las FilIpinas, Informan que esta 
línea tambU~n ha mostrado resistencia en varios sitios InvadIdos por el ai"lublo en Asia. 

Para explicar la durabilidad de esta resistencia y facilitar el desarrollo de variedades 
similares. un grupo Interdlsclpllnano del elATo en colaboración con colegas de la 
Universidad de Purdue, E.U .. ha realizado estudios sobre la diversidad de la virulencia 
y ha caracterizado la estructura genética del patógeno, mediante la Wdactuoscopla~ 
genética. utilizando una sonda de ADN llamada MGR-586 (repeticiones del AON de 
Magnaporl.h.e grisea. que conforman una sonda molecula r desarrollada por Dupont). 

Los estudios sobre la esLructura genética y la frecuencia de la virulencia del hongo 
Indican que ciertas combinaciones de genes de vtrulencla están ausentes, o se 
presentan con baja frecuencia. cuando los genes de resIstencia de la planta son 
especiOcos contra un linaje o una familia formada por varios patoUpos. 

Partiendo de estos resultados, los clenüOcos del ClAT estan aumentando la precisión 
de los trabajos de mejoramiento respecto a la resistencia duradera al añublo. La 
estrategJa es hacer corresponder las combinaciones de genes de resistencia de la 
planta hospedante con la combinación de genes de virulencia que están ausentes o se 
presentan con baja frecuencia en la población de patógenos. Esto hace que Jos 
diversos linajes geneUcos del patógeno sean Incompatibles con la planta hospedante. 
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Con nnanclaclón recibida de la Fundadón Rockereller. avarl7.amos rápidamente en la 
apltcaclón de los datos sobre linajes. derivados de la dactiloscopia MOR-ADN (vel" foto). 
Estos. Junto con los marcadol"es moleculal"es (RFLPs y RAPOs). permiten IdenUficar los 
segmentos cromosómlcos que portan la resistencia a los linajes del hongo encontrados 
en Colombia (vel" rolo) . Espemmos lener. dentro de pocos Mos. marcadol"es que 
perrnllan IdenUncar y acumular más eOclenLemenLe las combinaciones de genes de 
I""eslstencla. 

Areas de colaboración: EIIRRJ y el ClAT están promOviendo Intensamente la 
colaboración Internacional en el desarrollo del germoplasma de arroz con resistencia 
duradera al añublo. para que los paises en desarrollo puedan dlsrrutar más rácilmente 
de los beneficios del germoplasma resistente, Que se estiman en US$21 O millones 
anuales en sólo América Latina. 

El IRRl coordina la investigación en arroz a nivel mundial, mientras que el CIAT se 
concentra en América laUna. Junto con científicos de las universidades de Cornell y 
de Purdue, el personal de los dos centros internacionales ha adoptado una estrategia 
de mejoramiento conjunta. Nuestro trabajo en Colombia es esencial porque se realiza 
en un sitio (Santa Rosa) donde el hongo causante de la enfennedad es extremadamente 
variable. 

Para que los InsUtutos nacionales tuvieran mayor acceso a los nuevos avances y a la 
tecnologia en el área. el CIAT realizó un taller sobl"e el añublo del arroz en octubre de 
1994. con la colabol"aclón del Programa Cooperativo para el Desarrollo Tecnológico 
Agropecuario (PROCISUR) . El taller estuvo orientado al análiSIs de la diversidad 
palogenlca. usando marcadores moleculares. y a los estudios sobre la diversidad de la 
virulencia . ParUclparon equipos mullldlsclpllnar10s de clenUOcos (cada equipo 
conformado por un meJ0l"ador, un patólogo y un especialista en blotecnologial de cinca 
países del Cono Sur de Amenca latina. 

CO~ACTO EN ClAT: F. Correa y J . Tohme 

Diciembre de 1994 



AcTUALIZACiÓN PROYECTO 5 

APoMIXIS EN EL GÉNERO BRACHIARIA: ¿UNA NUEVA 

ESPERANZA PARA LOS HíBRIDOS? 

BrachIa.ria y olras gramineas forrajeras lroplcales son algunas de las pocas espeCies 
económicamente Importantes que pueden reproducirse mediante apomixts. es decir. a 
partir de semillas cuyo embrtón se origina gracias a un proceso asexual (ver falO). Las 
plantas que crecen de esta semllla son geneUcamente ¡denUcas a su progenitor 
femenino y lo son también entre sí. 51 se pudiera tntroducir la apomlx:1s en cultivos 
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Eatructura reproducUva de una planta sexual 
y de otra apomicllca (vislH,S (:on un microscopio 

de contraste de InterrerenCla) obtenidas en un 
cruce entre un tctraplolde sexual de D. 

ruzizlensCs y un letrdplolde apomícUco de B. 

brtzanlha. 

Arnpllncaclón del AON de dos marcadores RAPD 

ligados al gen de la apomlxls en una población 
segregantc de Brachlllrl.a. 

que generaJmenle se propagan en 
forma sexual. se consegul ria que 
Jos híbridos V1gorosos se 
reprodujeran en forma idéntica de 
una generación a otra. 

En el CLAT tlcmos Identificado 
recientemente marcadores 
moleculares IRAPOs) ligados a un 
soto gen dominante que parece 
controlar la apomlx.ls en Brachiaria 

(ver falo) . Al permlUr la rápida 
Identificación de Individuos 
apomicUcos en la progenie de los 
cruzamientos hechos entre lIpos 

apomictlcos y sexuales. los 
marcadores deben ayudar a los 
meJorado res del ClAT y de Brasil a 
reunir los rasgos deseables de 
diferentes espeCies de Brachlaria 

en los cu lUvares hibrtdos y 
reproducirlos de manera uniforme 
e Indefinida mediante la apomlxts. 

Aunque este trabajO no se 
conunue. la importancia de 
Brachtarla en Am~r1ca lroplcal 
JusuOca.ria el uso que se da a los 
marcadores moleculares para 
marcar los genes de la apomtx:ts en 
estas especies. Sólo en Brasil se 
siembran mas de 50 mJllones de 
hectáreas con pasturas de 
Brachiarla. SI se torna la reg,tón 
latinoamericana como un todo. 
eslas especies rorraJeras 
comerclaJes son las que más se 
culUvan. 



Ahora bien, en vez de finalizar esta InvesUgación con Brachta.ria. ¿por qué no 
comenzarla desde ese punto? Si suponemos que se puede transferir un gen de la 
apomlx1s desde esta especie hasta otras, podnamos mulUplicar los hibndos de manera 
uniforme. a bajo costo. 

Los híbr1dos son la progenie vigorosa de los cruzarnJentos entre progenitores 
geneUcamente diferentes. Pues bien, sólo la primera generación sexual de esta semilla 
posee el vigor del hibndo. y no tiene sentido que los agricultores adopten hibrtdos a 
menos que compren semllla nueva para cada siembra. En muchos paises en 
desarrollo. los deOclentes slSLemas de distribución de sernHla y la pobreza de las áreas 
ruraJes hacen prácUcamente impoSible la adquisición de semUla híbrtda . Otro 
problema es la biología reproducUva de clerlas especies culUvadas que se 
autopollnlzan : en ellas la producción de polen o su traslado al ovario es deOciente. 
Esto complica notablemente la producción masiva de semilla hibrlda convencional. 

Superar Jos obstáculos que se oponen al desarrollo de híbridos es una de las metas de 
las diversas insUtuciones que tratan de Incorporar el gen de la apom1x1s en cereales 
Importantes mediante la hibridación Inlrogreslva. Con el Uempo, se podnan 
desarrollar cultivos apomictlcos mediante la aplicación de nuevas técnicas de 
blotecnologia que transfieran el gen de la apomlxJs entre espeCies genéUcamente más 
dlstancLadas. 

Una vez que los agricultores tengan su primera provisión de híbridos apomicUcos 
podrán prodUCir una generación tras otra de semilla hibrtda. 

Areas de colaboración: El desarrollo de culUvos apomicUcos mediante la Ingeniería 
geneUca Inclulria tres etapas plincipales: 1) hacer un mapa detallado de la reglón 
cromosómlca de Brachiaria donde eslá ubicado el gen de la apom.lx.ls. utilizando 
marcadores moleculares: 2) aislar y clonar el gen de la apomlx.1s: y 3) transformar 
genetlcamente las especies de Interes. Cada etapa representa un gran reto y requerirá. 
de estrecha colaboración con laboratorios de InvesUgaclón avanzada. El ClAT Inició ya 
la primera eLapa alldentlficar un marcador molecular ligado al gen de la apomlxis; 
tamblen ha avanzado en el desarrollo de un protocolo de transformación a partir de la 
regeneración de plantas de Brachiaria desde culUvos de teJido. Esta t~cnlca nos 
perrnJUnl evaluar la expresión del gen de la apom1xJs en los diferentes ambientes en 
que se cultiva Brachlaria. 

CONTACl'O EN CIAT: J. Mt1esyJ. Tohme 

Diciembre de 1994 



DESARROLLANDO CAPACIDADES EN BIOTECNOLOGÍA 

La blotecnologia ofrece resultados tangibles en el elATo Desde 1988 hemos 
desarrollado varias aplicaciones prácUcas que los clentincos del Centro y de 
instituciones colaboradoras uUllzan actualmente para conservar y mejorar la 
agroblodlverSldad y su uSO en el mejoramIento de los culUvas. 

ApUcaci6n 

·DacUloscopJa· de isoenzlmas 
Proteínas (faseollnal como marcadores 
Banco de genes In vitro 
Intercambio de germoplasma In v1lro 
Mejoramiento mediante el culUvo de anteras 
Técnicas de marcadores moleculares 

Usuario del ClAT 
(programa' unldad) 

Yuca, Recursos GeneUcos 
Frijol. Recursos GeneUcos 
Yuca. Recursos GeneUcos 

Yuca, Hecursos Genéticos 

Arroz 
F'r1Jol. Yuca . Arroz. 
Forrajes Tropicales 

Ano 

1988 
1989 

1989 
1989 
1990 
En curso 

Para que estas tecnologías sean mas ampliamenle dlspor;llbles en los paises en 
desarrollo. c:1 ClAT fomenta la cooperación en la InvesUgaclón en blolecnologia a lravés 
de redc:s de InvesUgaclón y desarrollo. capacitación y otras aCUvidades. 

Redes 
Para ayudar a establecer puentes Que comuniquen las Ins tlluClones y para ha llar 
aplicaciones blotecnológlcas útiles. el ClAT promueve redes Internacionales de 
InvesUgaclón agrícola orientadas a los culUvos básicos. Estas redes proporcionan los 
medios para dar pr10rldad a temas de InvesUgaclón en blotecnologia y para atraer la 
atención de los donantes de fondos y de la comunidad científica mundial hacia tales 
temas. 

El CIAT ha apoyado decididamente la Red Inlernadonal de Blotecnologia de Yuca (CBN) 

desde su estableclmJenlo en 1988. Los obJeUvos principales de esta red son dos: 

Propagación masiva de gennoplasma de yuca 
del ClAT por medio del culUvo de tej idos en el 
Instituto de I30tanlca de China Mer1dlonal . Un 
cien tífico chino Indica aquí cómo se empacan 
las plán tulas en cajas de cartón paTa 
distribuirlas en los sitios donde se ensaya el 
rendimiento en los campos de los agr1cultort..'S 
(foto cortesía del Profesor Kuo Chun-Yen). 

estJmula r la Investigación avanzada 
sobre yuca y asegu rar que este trabajO se 
base en las pr10rldades de los 
beneOclarios, especlrumenle de los 
consumIdores y de los pequeños 
agricultores. Financiada por la Dirección 
General para la Cooperación 
Internacional (DGIS) de Holanda. la CBN 
se esfuerza por lograr esas melas 
fomentando el Intercambio de 
Información entre asociaciones de 
agricultores, ONGs, programas de 
Investigación nacionales, otras redes, 
laboratonos de Invesugacl6n avanzada. 
centros Internacionales y enUdades 
donantes. 



• 

Equipos multldlsclpllnartos de clenliOcos de los cinco países del Cono Sur de Amerlca laUna hacen 
una separación de AON mediante e1eclroforesb en geles. en un curso sobre la aplicación de 
marcadores moleculares a1 estudio del aitublo del arroz. 

La Red organiza conferencias y lalleres. proyectos de Investigación colaboratlva, y 
acUvidades de capacitación él corto plaw para clenUficos de paises en desarrollo. La 
última conferencia que organizó la Red tuvo Jugar en Bogar. Indonesia, en agosto de 
1994. y a ella asistieron 150 clenti flcos de 16 países en desarrollo y de 8 paises 

desarrollados. Las Instlluclones que Inlegran la Red están comprometidas en 40 
proyectos colabora Uvos de blolecnologia. que representan un aumento considerable 
desde los 4 que había en 1988: con ellos se procura solucionar a lgunos problemas que 
plantean la producción y la utili7..ación de la yuca. 

Ademas, el CIAT participa activamente en la Red de BiotecnoJogia de Arroz, que es 
apoyada por la fundación Rockefeller. El Centro ha establecido tamblen la Red de 
Inves Ugaclón Avanzada en BiolecnoJogia de Frijol Phaseolus (BARN). En un taJler de 
esta Red, celebrado en el CIAT en 1993, 50 clenUOcos de 16 países IdenUficaron una 
gran variedad de temas que padriao servir como punto de partida para proyec tos de 
investigación colaboraLlva. Este evento fue financiado por la Agencia Alemana para la 
Cooperación Tecnlca (GTZ). 

Capacitación 
Durante los úlUmos 5 anos. mas de 100 clentíOcos se han capacitado en el Cen tro en 
diferentes aspectos de la blotecnologia . Algunos recibieron capacitaCión directa en el 
trabajO y durante periodos vartables de tiempo; otros hicieron en el ClAT 
invesUgaclones para su tesis. ya sea de posgrado o de pregrado; y otros parUclparon en 
cursos de capacitación diseñados para grupos. 

En 1994. Y con el apoyo de la fundación Rockefeller, se Inició una serie de cursos 
sobre mejoramiento del arroz mediante el cultivo de anteras. Los particIpantes fueron 
equipos Integrados por un especialista en cultivo de tejidos y un meJorado r de arroz de 



la misma InsUluctón. Los equipos estudiaron la forma de Incorporar el cultivo de 
anteras al meJorarnJento de ese cultivo. En octubre de 1994. el ClATy el Programa 
Coopera Uva para el Desarrollo Tecnológ.tco Agrapecuarto (PROCISURl organlzaron un 
curso slmJlar para meJoradores. patólogos y biólogos moleculares de los paises del Cono 
Sur de AmeJ1ca laUna. En ese curSO se tra taron dos temas: el análisis de la 
diversidad patogenlca con ayuda de marcadores moleculares. y la IdenU ncaclón y 
marcación de los genes de resistencia en la planta hospedante aJ añublo del arroz. 

El ClAT está desarrollando también su capacidad de entrenar a clenlincos de Amerlca 
laUna y el Caribe en la aplicación de la blotecnologia a los estudios de 
agroblodiversldad. En novlembre de 1994. se ofreció el pnmer curso Internacional 
sobre blotecnología para la conservación y el uso de la agroblodlversldad. en 
colaboración con la Orga nización de Estados Americanos (OEA). ellnsUlulo 
Colombiano de Cred llo Educativo y Estudios Tecnlcos en el Exterior (ICETEX) y el 
Fondo Colombiano de Investigaciones Científicas y Proyectos Especiales MFranclsco 
José de CaldasM (COLCIENClAS). A este evento aslsUeron 17 científicos de 
universidades. Institutos nadonaJes de Investigación y entidades de protección 
ambiental de 10 países latinoamericanos. 

Además de ofrecer capacitación. el ClAT proporciona excelentes esludiantes a otras 
InsUluctones. Nos sentimos especialmente orgullosos de que, durante los últimos 
años. más de 15 de nuestros asistentes de Investigación colombianos han obtenido 
becas para seguir sus estudiOS en universidades como Cornell. Ohlo Slate. Purdue y 

Vale en los Estados Unidos. y en la Universidad de Strasbourg, en francia. 

Otros temas sobre biotecnologia 
En 1991. el CLAT estableció el Comlte de Blosegundad InsUluclonal para supervisar 
todas las investigaciones del Centro en que Intervengan técnicas de ADN recomblnante 
y para hacer un seguimiento a la liberación de organismos lransgenlcos y a las 
pruebas que se hagan con ellos. Además. se organizó un taller regional sobre la 
bloseguridad en América LaUna. con la colaboraCión del Instituto Interamericano de 
Cooperación para la Agricultura (UCA), que fue financi ado por DGIS y el Departamento 
de Agricultura de los Estados Unidos (USOA). Los que parUclparon en este evento 
hicieron un llamado a los paises andinos para que formen grupos de colaboraCión que 
desarrollen normas de bloseguridad y contr1buyan a que la liberación experimental de 
organismos transgenlcos sea controlada adecuadamente . 

El Cenlro contribuye también al debate sobre los derechos de propiedad Intelectual 
IO?I) y sobre políUcas sobre el movimiento Internacional de los recursos I1togenéUcos. 
Bajo nuestra actual polillca de OPI. los productos y los métodos blotecnológlcos 
desarrollados en el Centro son de dominIo público. Esta política permite tamblen 
hacer alianzas estrat~gl ca s con Instituciones de paises desarrollados y en desarrollo 
para facUltar el acceso de estos úlUmos a la Información y a la tecnología . Estamos 
estudiando los Convenios de Transferencia de Materiales (MTAs) relacIonados con todos 
los IntercambiOS de productos y metodologías de carácter blotecnol6glco para 
garanUzar su dlsponlblltdad a las InsUtuciones naciona les de los países en desarrollo. 

CONTACTO EN CIAT: W. Roca. J. Tohme y J. Mayer 

Diciembre de 1994 



Inlen!s, los promotores de genes, los 
tntenslficadores de expresión y los genes 
marcadores, entre otros (F1gura 5), 
Todos estos elementos se necesitan para 
una expresión adecuada cuando el gen 
modificado que se construye regrese a la 
planta o se transfiera a olra especie 
mediante transformación genetlca . 

En primer lugar, los genes que serán 
IntroducJdos deben aislarse, clonarse y 
modificarse. Al mismo tiempo. debemos 
desarrollar un protocolo reproducible y 
eficiente para la regeneración de plantas 
utilizando técnicas de cultivo In vitro. 
En el ClAT hemos empleado con exJto dos 
tecnologías: la transformación genellca 
por Intermedio de Agrobacwrium y la 
transformación genética por medio del 
bombardeo de particulas (F1gura 6). Con 
la primera tecnologia hemos producido 
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Flgura 5. El ptasmldo pGVI040, un casete de 
transformación tiplca proporcionado por PeS 
de Bélgica. Es una de las construcciones 
gencUcas uullzadas en e1 CIAT en la 
InvesUgacJÓIl sobre la trnnsrormaclón por 
Intermedio de Agrobacterlum. Entre sus 
bordes derecho e izquierdo (nO y 8 1), el 
plásmldo contiene dos genes marcadores de 
selecc ión: I1 el gen bar que codlnca la 
resistencia a fosflnotriclna y 21 el gen npt Il 
para resistencia a kanamlclna. Tamblcn posee 
un gcn marcador reporlero de la 
transformación. el gen gus. que eodlfica la 
enzima J3.glucuronldasa. 

plantas transgénlcas de la JegumJnosa 
rorrajera tropical StlJlosanthes gufanensis 
y hemos logrado avances Importantes en 
yuca. Con la segunda tecnología hemos 
generado plantas lransgenlcas de arroz 
(F'lgur.7). 

Figura 6. Los Investigadores del ClAT están 
uUltzando la blolisLlca para t.nmsformar 
Drachíarla. frijol común y arroz. Esta 
tl..'Cnologia contempla el uso de un acelerador 
de partículas POS He/ l 00 movido por helio. 
que bombardea los tejidos regencratlvos con 
mlcroproyccLlles recubiertos de ADN. 
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fo' lgur.l 7 . Arroz transgcnlco: arriba. el callo 
embrtogcnlco derivado del embrión expresa el 
gcn gus, como lo Indican las manchas de color 
azu l oscuro; abajo. las plántulas transgénlcas 
{de la variedad de arroz CICA 81 regeneradas 
del callo expresan el gen gus en sus hojas y 
mices. 



Los análisis de RFLP, RAPD Y AFLP pueden aplicarse tambien al ADN de plagas y 
patógenos de cul tivos en un procedimiento llamado ·daclüosCOpla ~ del ADN. Dado que 
revela las diferencias. a nivel molecular. entre las razas de un patógeno 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 relaciones 
genéllcas ya desarrollar, con elllempo. resistencia genéUca contra una enfermedad en 
forma más efecllva, 

Los marcadores moleculares se emplean también efecUvamente para facilitar el uso de 
germoplasma exótico en el mejoramiento de culUvos. para Idenllflcar la duplicidad en 
los bancos de germoplasma, para determinar las relaciones evoluUvas entre las 
especies cultivadas y entre estas y sus parientes silvestres. y para medir la divers idad 
genéUca . 

Puntos de intervención genética 
En la búsqueda de soluciones genéticas a problemas de producción y de utilización de 
plantas. no s iempre es claro cómo o dónde podemos Intervenir. Para utiliza r el 
germoplasrna eficientemente. debernos tdenllflcar los puntos de intervención genética 
mediante el esclareCimiento de los factores bioquímiCOS y de los mecanismos genéUcos 
Implicados en los caracteres fisiológicos y de calidad que Uenen imporlancla (F'1gura 4) 
yen las Interacciones que relacionan las plantas y los factores de estrés bl6Uco. Luego 
podemos desarrollar ensayos bioquímicos y moleculares para detectar esos factores y. 
con el Uempo. aislar y clonar los genes responsables de estos. 

Ingeniería genética 
UUlizando técnicas moleculares. podremos luego Intentar modificar esos genes, ya sea 
p3.Ta a ument3.T su expresión normal (sobreexpreslón) o para Inhibirla (regulaCión 
reductora) . Esta tecnologia emplea -casetes~ de transrormaclón. que constan de los 
siguientes elementos: la secuencia completa de codificación del gen estructural de 
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(lII) 

~ Amilopectlna. 

Figura 4. Cuatro 
punlOS potenclaJes de 
Inlervenclón y 
manipulación 
genética en la 
blosinlesls del 
almidón de yuca : 
1. ADP-glucosa 
plro(os(ortlasa; 

I1, Sln lasa de almidón 

ligado aJ granulo: 
111 . Enzima de 
ramlflcaclón; y 
IV, Fosfor11asa de 
almidón . 
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Flgum 2. Dlagmma 
que muestra la 
herencia de un 
marcador RFU' lIgado 

con un gen de 
resistencia a una 

cnfcrnlt:dud. En este 
caso. la rcslstclU"la es 
dominante sobre la 
susceptibilidad. llucslo 

que el mart'ador tiene 

diferente l¡lmal'lo en un 
progenitor resistente y 
en otro suSC'cptlblc. se 

dice que es poltmórnco. 
Tres de cuda cuatro 
Individuos F, de un 
cruzamiento entre estos 
progenitores muestran 

el renotlpo resistente. 
No obstante. tal como 
se aprecia en el patrón 

de bandas de RFLP. 
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(11 .1 %) 11.3- 1- (152) rH18b 

Figura 3. Un grupo de ligamiento del mapa 
mok'Cular de la yuCA. Se mucstran el orden 

lineal y las distancias relallvas entre los 
marcadores RFl...P y los RAPO. determinados 
con el programa de computadoru Mapmaker 

(con una confianza cstadisllca de LOO > 5.0). 

Carla marcador mapcado es Identificado por un 

numero y un nombre la la derc.:dm) . Tamblcn 

se da la distancia entre Jos marcadorc.."'S (a la 
lzqulerdal. medida en C'entlmorgans IcMI. y el 
porcentaJe <:orrespond lente de rcc(lmblnu{'lón . 



Los genes que Interesan allnvesUgador se encuentran a menudo en parientes 
silvestres. en especies vegetales genéUcamente mas distantes o en microorganismos. 
Se abre asi una perspecUva apasionante para la bJotecnologia: podremos enriquecer 
los acervos de genes Introduciendo, en el genoma elegido. genes bien caracterizados 
tomados de fuentes antes inacceslbies. de manera que se evite el arrastre de 
llgwnlentos. es decir, la inlroduccI6h de genes Indeseables Junto con los deseables: este 
efeclo ocurre con frecuencJa en los cruzamientos sexuales convencionales. 

COf'ITACrO EN CJAT: W. Roca. J. Tohme y J. Mayer 
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Una nueva !.ecnica molecular. desarrollada por Investigadores de Holanda y 
denominada polimorfISmo de longitud defragmcntos de ADN amplificados (AFLP. en 
Inglés). combina caracteristicas de las tecnologías de RFt.Ps y de RAPOs. La principal 
ventaja de los AFLPs es que se puede a nalizar un numero mucho mayor de fragmentos 
de AON en una sola corrida de eJectroforesls: por lanto. permite distinguir mas 
preCisamente los genotipos a nivel molecular. 

Construcdón de mapas genómicos moleculares 
la nueva tecnología de ADN recomblnanle ha facilitado notablemente el desarrollo de 
los mapas geneUcos. Anteriormente. los investigadores podían detectar sólo algunos 
eventos de recomblnacl6n genética mediante la observad6n de los marcadores 
fenotípicos de las plantas. Con los marcadores moleculares. las dlferendas genéticas se 
pueden delectar de manera más completa y sencilla. 

Por ejemplo. un mapa genómlco de RFLPs puede desarrollarse mediante la utilización 
de numerosos marcadores que determinan la pOSICIón de fragmentos especificas en los 
cromosomas que se encuentran relacionados los unos con los otros. Esto se realiza 
mediante el análisis de ligamientos. en que se acepta que los marcado,.es que segregan 
Juntos después de la melosls están MlIgados~. 

El numero de esos marcadores es IHmllado: por tanto. es posible saturar lIteralmente 
el genoma vegetal y obtener asi Informacl6n acerca de todas las reglones de cada 
cromosoma de una especie vegetal Los marcadores I1gados a genes especiOcos nos 
permiten segui r la transferencia de estos genes marcados de una generaCión a otra. ya 
que ambos co·segregan a la progenie después de la melosls (F1gura 2) . 

Las pnnctpales ventajas de los marcadores moleculares son : pueden detectarse en 
cualquier estado del deS<.'lrrollo de la planta y en cualquier teJido: el ambiente no Jos 
afecta: y son genéUcamente codornlnantes (el caso de los RFLPs) . En consecuencia. 
consUtuyen el mediO conOable y directo para loca1lzar segmen tos cromosómlcos y los 
genes contenidos en ellos. y para hacerles seguimiento en el proceso de mejoramiento 
genéUco. 

El CIAT eslá desarrollando en la actualidad dos mapas moleculares. uno para yuca y 

otro para fnJoltepan. También estamos utilizando mapas moleculares de frijol común 
y de arroz. que fueron desarrollados. respecUvamente. en las universidades de Flortda y 
de Cornell. E.U. Los mapas moleculares comprenden conjuntos de marcadores 
moleculares. denominados grupos de ligamiento (Figura 3) . Normalmente. el número 
de estos grupos equivale al numero cromos6mlco base de la especie (n :: x) . 

Otros usos de los marcadores moleculares 
Además de ayudar a hacer mapas de los genomas vegetales. los RfLPs y RAPOs son 
bastante promlsoMos para facil itar la selecdón de plantas respecto a caracleres 
Importantes. Medlanle un procedimiento denominado análisis masal de segrcganles. 
evaluamos muchos RAPOs para Identificar los mas cercanos a los genes que nos 
interesan . Aunque su práctica esta aún restringida. la selección ayudada por 
marcadores moleculares debe simplificar tareas especificas de Otomejoramlento porque 
reduciría la necesidad de hacer en el campo evaluaciones extensivas de una progenie 
segregan te. 



LA CAJA DE HERRAMIENTAS DE LA BraTECNOWGÍA 

Desde que se estableció la Unidad de Investigación en Blotecnología. en 1985. el ClAT 

ha ampliado rápidamente su capacidad de aplicar nuevas tecnologías. Este Informe 
presenta una revisión de las técnicas que están actuaJmente en uso en el Centro. 

Tecnologías de marcadores genéticos moleculares que se apUcan en el CIAT 
Una de estas técnicas comprende el polimorfISmo de longftud deJragmentos de 
restricción del ADN (RFLP. en Ingles) que resultan de la dlgesUón del ADN por en.zimas 

de restriccfón.. Una en.z:Jma de restricción que puede identificar una secuencia 
especifica de nucleóUdos 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 
electroforesls. se transfieren a una membrana de nilón y se colocan en una soluCión de 
hlbJidaclónJunto con una sonda. Esta es un fragmento de ADN clonado que fue 
generado mediante la duplicación del ADN en un organismo vector. La sonda puede 
ser radloacuva o estar marcada con un compuesto no radioactiva. En la solución de 
hlbJidaclón. la sonda se une a 105 fragmentos de ADN que tengan una secuencia 
complementarta. La posición de la sonda se determina mediante autorradtografia o 
UncIón. en la que aparece como una banda oscura. 

Los métodos mas recientes para detectar diferencias geneUcas a nivel molecular se 
basan en la amplifICación de ADN mediante la reacción en cadena de la pollmcrasa (peR. 
en Ingles) (Figura 1) . Mediante esta tecnología se sintetizan millones de copias de un 
fragmento dado de ADN. usando secuencias de ADN relativamente carlas llamadas 
olígolluclcótidos iniciadores: estos pueden corresponder a partes de genes conocidos o a 
posIciones especiOcas (locQ en un cromosoma. o pueden ser de Origen desconocido. Un 
fragmento de ADN sintetizado con este último tipo de Iniciador se denomina ADN 

polimórf= wnpliJ'lCado al azar (RAPO. en Ingles). 

Las dos cadenas del ADN del organismo objeto de estudio se abren por caJenlamlenLo. 
A medida que se enfría es te AON. los iniciadores de ollgonucleótldos se liga n a ambos 
extremos de cada cadena . La enzima Taq pollmerasa agrega nuc!eótldos hasta que se 
haya producido una nueva copla del modelo onglnaJ . Se necesitan cerca de 30 ciclos 
para producir un mlllón de coplas del fragmento oJigina! de AON. lo cual se obtiene en 
pocas horas de amplificaCión usando aparatos llamados ~termocicladores~ . 

F1gura l. Un lermoclclador permlle haeer 
millones de coplas de AON partiendo de una 

muestra pequei'la del material mediante la 
metodologia de PCR. 

Se produce una cantidad tan gra nde de 
ADN que fácilmente se puede observa r 
mediante eleclroforesls. Dos ventajas 
clave tiene esta tecnología : es a ltamente 
sensible a diferencias genéticas a nivel 
molecular y evita el uso de matenales 
radioacUvos potencialmente peligrosos y 
de enzimas de restricción costosas. Los 

RAPOs se utilizan comúnmente en el 
CIAT para el mapeo de genomas. en la 
marcacIón de genes. y en la dacliloscopla 
genéUca. 


