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—_—— INTRODUCCION

La biotecnoIEEEE'ha existido por mucho tiempo, ej: la produccién de
vinos, cervezas, solventes y drogas mediante la manipulacién de
microorganismos v productes vegetales. Lo que distingue a las
tecnologias emergentes, o nueva biotecnologia, es el uso de
conocimientos del interior de las c&lulas para dirigir o manipular los
productes de las c@lulas (1). Progresos en la biologfa celular y
molecular han abierto posibilidades de aplicacién, impredecibles hace
una d&cada, con relevancia para todas las actividades de la
productividad; energfa, industria, salud y alimentacidn. Tecnologias in

vitro comec el cultivo de células y tejidos, anticuerpos monoclonales y

DNA recombinante ya empiezan a impactar en las actividades agricolas. A
pesar de que’ los procesos bisicos de la replicacidn, transcripcidn y
traslacidc de la informacidn gentica son comines para todas las formas
de vida, es necesario que las biotecnologias que se desarrollen sean
relevantes nara la agricultura de los paises en desarrollo.

Numercsas opertunidades se relacionan directamente a las necesidades de
los paises en desarrollo, ej. modificacién de plantas dgricolas para
tolerar awbientes adversos, para aﬁmentar la resistencia a las
enfermedades, para fijar nitrégeno mis eficientemente; aumentar el valer
nutritivo de les productos agricolas; realizar diagnéstico rdpido de las
enfermedades; producir compuestos dtiles por bioconversidn, etc, Sin.

, embargo, el &xito dependerd de su utilizacidn apropiada, a corto y largo
rlazo, para comprimir el tiempo, espacio y costos dentro de estrategias
tradicionales de mejoramiento, teniendo que ser por necesidad un enfoque
multidisciplinario. Los fitomejoradores y agronomos deben ser los

receptores finales de estas tecnologias, y la utilidad de sus productos

* Documento preparado para su presentacidén en el Taller BID/CIMMYT de
Instituciones de Investigacidn Agricola de América Latina. CIMMYT,
Mexico, Septiembre 1984,



deberi ser demostrada en el campo.

El propbsito de este documento es discutir las oportunidades que
ofrece la biotecnologia para la investigacidn agricola y su aplicacidn
en los programas nacionales de investigacidn y los centros
internacionales vy regionales de investigacidn agricola que existen en
América Latina. La colaboracidén entre estas instituciones en la
investigacidén y la transferencia de tecnologfa, permitirdn hacer llegar
los beneficios de la biotecnologia a los grupos mis necegitados, Se
analizard brevemente el estado actual de las tecnologias mis
importantes, se presentard la situacidn actual en América Latina y se
sugerirdn posibles Areas de investigacidn, y estrategias para la

colaboracidon dentro y fuera de la regidn.

ESTADO ACTUAL DE LA BIOTECNOLOGIA
Las biotecnologias con mayor potencial de aplicacitn en la
agricultura son: cultivo de c&lulas vy tejidos, DNA recombinante,
anticuerpos monocclonales, bioconversidon y produccidn de metabolitos

dtiles.

CULTIVO DE CELULAS Y TEJIDOS

1. Propagacidn clonal in vitro

El cultivo de tejidos constituye la ruta por la cual deben pasar
todas las formgs de manipulacidn genética en transicidn dssde el
laboratorio hasta el caﬁpo. Por lo tanto, la capacidad de regenerar
plantas por medic del cultive de c&lulas y tejidos es necesaria para la
utilizacidn de la mayoria de las biotecnologias en la agricultura.

L.a regeneracidn de plantas puede ocurFir po} vias no adventicias,
ej. proliferacion de yemas axilares a partir del cultivo de meristemas o

dpices caulinares; vias adventicias, ej. diferenciacién de drganos

. directamente de porclones de la planta cultivada in vitro, o de masas

celulares o callos inducidos a partir de segmentos de lz plantaj y vTa
embriogenésis de células somdticas, la cual consiste en la
diferenciacifin de formas embrionales a partir de c&lulas individuales de
porciones aisladas de la planta o de callos.

El niimero de especies propagables in vitro en 1968 fué

aproximadamente de 30; mas de 300 en 1978; y se espera un incremento de



10 veces para la proxima década (9). Existen esquemas para la
propagacidn masiva in vitro. La embriogenésis somdtica ofrece gran
potencial de propagacién, ademds de la posibilidad de producir "semillas
artificiales" encapsulando los embriones en geles., A pesar que la
propagacidn in vitro de especies consideradas recalcitrantes estd siendo
desarrollada, ej. coniferas, mango, palmas, caucho, etc. el control de
la regeneracién de plantas econfémicamente .importantes permanece como uno
de los mayores limitantes para la utilizacidn efectiva de la nueva

biotecnologia.

Eliminacidn de enfermedades. Clones libres de enfermedades han sido

recuperados por medio del culttive de tejidos de aproximadamente 55
especies cultivadas. La técnica es valida para todos los patdgenos,
pero es especialmente {itil paraz la eliminacidn de virus y viroides de
plantas que se propagan vegetativamente. El m&todo mids utilizado
consiste en cultivar el meristema apicel del vistago acompaiiado de 1-2

primordios. Con frecuencia se aplica la termoterapia, o quimoterapia, a

‘las plantas infectadas o a los cultivos in vitro (12), Dado que no

todas las plantas regeneradas in vitro pecesariamente estardn libres de
virus, el usc de técnicas viroldgicas pars probar la ausencia del virus
es importante. El cultivo de tejides ha sido utilizado para rehabilitar
variedades locales que habian perdide vigor y rendimiento, ej. papa,
fresa, frutales, yuca, etc. El rendimiento de dos cvs. de yuca ha sido
doblado y triplicado, respectivamente como resultado del cultivo de
tejidos de plantas infectadas por un virus (12) y como se indica en el

Cuadro 1, el rendimiento de la variedad "secundipa" aumentd de 9 a 25

" ton/ha, y se mantuvo estable al cabo de tres afios; pero el rendimiento

de un hibride cayd en el tercer afic de cultivo en la misma regién.
Interesantemente, aumentos de rendimiento de 30 vy 50% en dos cvs de
yuca, respectivamente han resultado de la propagacidn in vitro de
plantas aparentemente sanas (12). FEstos resultados demuestran el
potencial de la propagacidn in vitro para la produccidn de "semilla"

basica de cultivos con propagacidn vegetativa,



. CUADRO 1. Rendimiento de la yuca (cv. Secundina) en la costa norte de

®

Colombia después de la erradicacidn de un mosaice viral por

cultivo de tejidos y comparacidén con el hibrido CM 342-170.

- | Raices
- ' . frescas Almidén - Estacas
Clon Ciclo (t/ha) (t/ha) (No, /planta)

| Secundina ler. afio 25.1 a 7.1 a 10 a

! 2o. afio 23.0 a 6.8 a 10 a

! * 3er. afno 22,0 a 5.6 a 9 a

Control*#* 8.9b 2.1 b 3b

CM 342-~170 ler. afio 34.8 a 7.9 a 14 b

20. afio 36.2 a B.4 a 10 ab

3er. afio 15.1 b 3.1%b 6 b

Adaptado de: Informe Anual CIAT, Patologia Yuca, 1984,
*% Material de siembra convencional, sin cultivo de tejidos.

@ Conservacidn e intercambio de germoplasma. Los clones libres de

enfermedades pueden ser usados para el intercambio de germoplasma
mediante técnicas in vitro, minimizando asf los riesgos de diseminacitn
de plagas y enfermedades. Ademds, colecciones de germoplasma pueden ser
conservadas in vitro, con reduccidén del costo de mantenimiento en el
campo, asi como del riesgo de pé&rdidas por plagas y enfermedades,
cambios climidticos y problemas de suelos. Una forma de censervacién in
vitro simple consiste en minimizar la tasa de crecimiento de los
cultivos mediante la temperatura o por modificacidn de 1la composicidn
del medio de cultivo. Idealments, aunque todavia a nivel experimental,

. la conservacién en nitrdgeno liquido debe proporcionar la mixima

estabilidad de los materiales a largo plazo.

2. Cruzamientos amplios.

e

| La exclsidn y cultivo de embriones inmaduros en medios definidos ha
sido utilizada para cbtener plintulas viables de cruzamientos

interespecificos o intergenéricos, los que de otra manera fracasarian

o

debido a la muerte del embrion. Mediante el cultivo de embriones,
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ademds de cultivos de Svulos y de ovarios, se han obtenido hibridos de
mis de 50 cruzamientos (10). Otras técnicas como la fertilizacidn de
G6vulos in vitro y la implantacidén de embriones en endospermoé normales
también puede usarse para la obtencidn de hibridos.

La induccién de callo, usando el embridn hibrido, seguida de 1la
regeneracidn de plantas puede ser una via para la produccidén rdpida de
plantaé hibridas; ademis el re-ordenamiento del material-genético, que
puede ocurrir en ja fase de callo, provocard la eliminacién de genes
indeseables y contribuiri asi a la estabilidad de los caracteres
transferidos.

3. Hapioidia

La incorporacidn de haploides en programas de mejoramiento es

deseezble para conseguir homicigocis rapida; incorporar y fijar

ridpidamente genes nuevos después de la recombinacidén sexual o después de
la mutagénesis; aumentar la eficiencia de la seleccidn; minimizar la
retencidén de material genético deleterio; ademds, la haploidia podria
abrir la pozibilidad de producir semilla hibrida Fl en especies de
polinizacidn cruzada y heterocigotas,

El método mids comiin para producir haploides es el cultivo de
anteras conteniendo polen inmaduro. La regeneracidén de plantas, via
embriogénesis o via calleo v organogénesis, depende del genotipo, el
estado de desarrollo de los microsboras, el medio de cultivo y otros
pre-tratamientos a las yemas o a las anteras. La formacién de callo
puede conducir a cambics en el nimero de cromosomas de las plantas
regeneradas. FEl cultivo de anteras ha sido utilizado para producir
haplnides de aproximadamente 47 especies, ej. arroz, avena, cebada,
trigo, centeno, maiz, triticale, arveja, papa, etc.

Otros sistemas de haploidia son: la eliminacidén de cromosomas que
ocurre durante el cultiveo In vitro de embriomes hibridos
interespecificos, ej. cebada, con H., bulbosum; por partenogénesis, ej.
después del cruzamiento de papa con S. phureja; uso de marcadores
genéticos, ej. color de la semilla en maiz; induccidén genética, e]. gen
ig en mafz, y gen hap en cebada (9). En la préactica, haploides han sido
incorporados en programas de mejoramiento de papa, tripo, Brassica y

arroz,
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En América Latina, el mejoramiento de arroz para condiciones de
secano, suelos infértiles y altamente Acidos es un proceso que puede
tomar 10 afios. Lineas homocigotas producidas por cultivo de anteras de

planfas hibridas Fl pueden ser evaluadas ripidamente por los

. fitomejoradores; esto reduciria el proceso de mejoramiento en 4-5

generaciones, con encorme ahorro de tierra, manc de cbra e insumos,
Material homocigota de arroz ha sido seleccionado por su alta tolerancia
a toxicidad por aluminio, enanismo, precocidad y resistencia a insectos,
y evaluaciones de estas lineas en los Llanos Orientales de Colombia, han
corroborado esos atributos.

Un requisito para el uso del cultive de anteras en programas de
mejoramiento es la produccién de un nimero alto de lineas. La
regeneracidén depende en gran medida del genotipo, pero los hibridos casi
invariablemente presentan tasas mis altas que los padres., Los
resultados con arroz indican que los tejides de la antera no intervienen
en la produccidén de callo, y que aproximadamente el 50% de las plantas
regeneradas de los calles diploidizan espontdneamente, y por lo tance
son homocigotas. Una forma de aumentar la produccidn de callo es
cultivar las anteras flotando en medio liquido (16). Fn esta forma,
cada callo proveniente de una microspora puede ser aislado y cultivaco
como linea genéticamente distinta. Cada calle puede a su vez regenerar
plantas fenotipicamente distintas. Esta variacidn, v aquella que puede
ocurrir en callos cbtenidos de lineas puras ha sido llamada variacidn
gametoclonal (Fig. 1). E1l medio l7quido ha aumentado la induccidn de

callos hasta 100 veces de lo que normalmente se obtiene en medio sdlida,

4, Variacidn somaclonal

Variacidon somaclonal es el incremento de la variabilidad genética
en plantas regeneradas por cultivo de tejidos. En las plantas
regeneradas se ha observado variaciones de caracteres monogénicos v
poligénicos, asi como cualitativos y cuantitativos, ej. avena, trigo,
cafia de azticar, maiz, tomate, papa, arroz, alfalfa y tabaco. La
variacidén fenotipica de los somaclones puede resultar de cambios
eplgenéticos o genéticos. La variacidn epigenética proviene de
alteraciones en la expresidn génica, la cual no se transmite sexualmente

perc puede ser mantenida vegetativamente. La variacidn genética se



Var. A x Var. B

Y
* Plantas F . Auto - Lineas
1 Cruzas Puras
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* CULTIVO D E ANTERAS

Medio liquido

v

Una microspora

v Y

* ' Un callo Callos Callos

A 1

Variacidn entre lineas
Uniformidad dentro de lineas

VARTACION GEMETICA
Variacidn entre plantas Variacidn entre plantas
VARIACION GEMETOCLONAL

Fig. 1. El cultivo de anteras como fuente de variacidn gamética
(recombinacidén genética) y gametoclonal (recombinacidn +
clonal); ej. arroz.

* Sitios de aplicacidn de estrés, ej. aluminio.



puede deber a cambios en la estructura primaria del DNA, o a fendmenos
de inversidn, delecifn o sustitucifn en el DNA nuclear o citoplasmitico;
también se puede deber a cambios en la estructura de los cromosomas como
inversidén y traslocacidén (2). Los variantes genéticos o mutantes deben
cumplir con las leyes de la herencia; este anidlisis debe realizarse en
la primera o segunda progenie sexual de las plantas regeneradas.

En maiz, se han seleccionado somaclones fértiles con resistencia a
la toxina T, a partir de plantas estériles citoplasmiticas y
susceptibles a la toxina; este cambio ha sido asociado a la pé&rdida de
un fragmento especifico de DNA mitocondrial; igualmente, en arroz y
trigo, se han seleccilonado somaclones de altura de planta, precocidad,
tamafo, y niimero de granos, tamafio de la panicula, etc. (14).

La variacidn somaclenal puede ser ©Gtil para generar variabilidad
dtil en cvs adaptados sin necesidad de la hibridacién; ademis, la
variacidn somaclonal puede avudar a aumentar la int}ogresiﬁn de genes en
cruzamiento amplios,

Una 1imitacidn actusl de la t8cnics es que el fendmeno no puede ser
contreclado por lo gque es nacesario regenerar nidmeros altos de somaclones

para la selecciémn.

5. Aislamiento de mutantes

Las técnicas in vitro permiten la seleccidn de mutantes que pueden
condicionar cambios agrondmicos fitiles, Comparadc con la seleccidn
convencional, el aislamiento de mutantes in vitro permite aplicar una
intensidad de seleccidn muy alta a un nimero muy grande de individuos,
ej. un frasco con 100 ml de medic puede contener 5 x 104 células en
forma de callo, 5 x 106 células en suspensidn, o un grame de hoja puede
producir 2-4 x 106 protoplastos,

A la fecha, se han seleccionade 51 fenotipos celulares de 20
especies, pero sSlo se han regenerado 25 {enotipos de 8 especies; y aiin
en s6lo 9 casos se ha realizado el an3lisis genétice de las plantas
regeneradas {(6).

La técnica ha sido usada para la seleccién de resistencia a
patotoxinas, ej. tizdn tardio de papa, toxina T de maiz, y alternaria de

tabaco; resistencia al crecimiento de hongos, ej. esporas de Phoma en

Brassica; tolerancia a la salinidad, ej. arroz, tabaco; tolerancia a la



toxicidad por aluminio, ej. tomate; resistencia a herbicidas, ej.
tabaco, papa; resistencia al frio, ej. zanahoria, tabaco; incremento de
aminoacidos libres, ej. lisina y treonina en granos de maiz debido a
cambios en la retroinhibiecidn enzimitica; aumento de aminoicidos en
tejidos vegetatives, ej. tabaco, zanahoria y cebada; resistencia a
antibidticos, ej. tabaco, zanahoria (2, 6).

La seleccidén in vitro estd linitada a caracteres controlados por
genes simples y estd restringida a especies con regeneracién eficiente a
partir de poblaciones uniformes de c&lulas o protoplastos. Ademids, en
principioc el método puede ser aplicado s6lo cuando hay correlacién entre
los caracteres de la planta y la respuesta de las c&lulas in vitro. La
aplicacién de estreses a la plranta, seguido del cultivo y regeneracidn

de células mutadas, podria ser una estrategia interesante.

6. Fusidn de protoplastos

La fusidn de protoplastos es otro mecanismo para lograr
cruzamientos amplios, especialmente cuendo la incompatibilidad sexual
impide el cruzamiento convencional, Adenfs de permitir la recombinacidn
de genes nucleares, la fusidn de protoplastos, a diferencia del cruce
sexual, permitiria la recombinacidn y segregacidn de genes
citoplasmiticos.

Aparentemente no existen barreras para la fusidn de protoplastos,
sin embargo la integraciin de los genomes parentales puede ser nula,
parcial o total. Ademis, =5 necesario tener un sistema poderoso de
seleccidn que permita aislar las fusiones hibridas en cantidades
suficientes para el andlisis genético.

Con frecuencia ocurre la fusidn de citoplaswas y la degeneracidn de
uno de los niicleos, lo cual lleva a 1a formacién de hibridos
citoplasmiaticos o cibridos. La eliminacién de los nlicleos parentales
puede ser realizada por micromanipulacidn con rayos laser o con
radiacién. Este mecanismc ofrece potencial para la transfcrencia de
genes citoplasmiticos, ej. tolerancia a herbicidas, resistencla a
clertas enfermedades, esterilidad masculina. Se han obtenido plantas
cibridas con resistencia a atrazina y esterilidad citoplasmitica

masculina entre el nficleo de Raphanus y el citoplasma de Brassica.
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Una limitacidn importante para el uso de la fusién de protoplastos
es la dificultad de regeneracidn a partir de las células o colonias
hibridas. A la fecha, de 13 hibridos somidticos intraespecificos
regenerados, se ha obtenido plantas fértiles en s8lo 5 casos; y de 28
interespecificos, se ha obtenido plantas fértiles en 15 casos; la gran
mayorfa pertenecientes a la familia Solanaceas (5). Debido a la alta
sensibilidad de los protoplastos a factores del medio, estos podrian ser

usados como detectores de contaminantes en el ambiente.

DNA RECOMBINANTE

‘Las técnicas in vitro para manipular el DNA, permite purificar y
caracterizar segmentos espaecificos de DNA, abriendo de este modo 1a
posibilidad de modificacidn genética dirigida de las plantas, proceso
que se ha llamado ingenieria genética, .

La ingenieria genética, que involucra a té&cnicas del DNA
recombinante, consiste de varias etapas: caracterizacidn de genes;
alslamiento de secuencias especificas de BNA; clonaje del DNA;
transferencia del DNA a un receptor apropiado y replicacidn;
regeneracidn de plantas a partir del receptor transformado, ej. cé&lulas,
protoplastos, callos; expresidn del gen en la planta adulta y

transmisidn sexual del gen (2).

1. Caracterizacidn de genes

Idealmente, el cardcter escogido para manipular debe traducirce en
una sustancia quimica especifica y debe ser contreolado por uno o pocos
genes, Actualmente no es posible manipular caracteres multigénicos.
Entre los genes importantes que han sido caracterizados se encuentran:
la enzima ribulosa difosfato carboxilasa oxigenasa, importante en
fotosintesis; proteina de almacenamiento de semillas de cereales y
leguminosas y de tubé&rculos; variovs genes de la fijacidn de N; tres
genes de nitrogenasa de Anasbsena; los genes de nodulacién de Rhizobium,
La falta de genes caracterizados de importancia econdmica es uno de los
mayores limitantes en la ingenieria genética, pero el progreso de la
biologia melecular es tan ridpido que secuencias de otros genes estarin

disponibles pronto.
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2. Alslamiento del DNA

La técnica general para aislar las secuencias del DNA que codifican
un gen consiste primero, en aislar el RNA mensajero {(m RNA) de tejidos
que sintetizan cantidades grandes del producto génico; luego se

construye un DNA complementario (cDNA) al m RNA por medios enzimiticos.

3. Clonaje del DNA

Al tratar genomes nucleares o citoplasmiticos con enzimas de

restriccidn, el DNA es cortado en sitios especificos resultando
fragmentos de DNA de tamano variable, Estos fragmentos pueden ser
almacenados indefinidamente en vectores apropiados, en los que se ligan
a fragmentos del DNA del vector; esto se ha llamado una genoteca,

El cDNA puede ser usado como sonda para detectar y aislar
secuencias del DNA del gen estructural. Para esto, los fragmentos de
DNA de la gencteca se separan electroforéticamente y se inmobilizan en
una matriz a la cual se aplica la sonda radiocactiva., La complementacidn
de las secuencias nucledtidas de la sonda y del gen se visualiza por
autoradiografla,

El clonaje del DNA de plantas es un métedo rutinario siempre vy

cuando los genes hayan sido caracterizados.

4, Tranferencia del DNA

El DWA debe ser introducido en la célula de tal forma que la
informacidn genética pueda ser expresada; para esto, el DNA debe pasar a
través de todos los sistemas de vigilancia celular hasta llegar el
niicleo. Varias estrategiss de transferencia existen: microinyeccidn
directa a niicleos de células o protoplastos, co-cultivo con

protoplastos, co-cultivo con liposomas; uso de virus conteniendo DNA o

. plasmidos como vectores.

Los plasmldos Ti y Ri de Agrobacterium son los vectores preferidos

para transferir genes a dicotiledoneas. La sequencia del DNA que se
desea transferir se liga al T-DNA del plésmido y, después de infectar
las cé&lulas de la planta con la bacteria, el T-DNA se une covalentemente
al DNA nuclear. Ademis, recientemente ha sido posible mutar el T-DNA y

eliminar su efecto oncogénico (4).
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285. Identificacidn de las cé&lulas transformadas

Desde que la frecuencia de transformacién es generalmente muy baja,
es necesario tratar poblaciones grandes de c¢&lulas y utilizar sistemas
eficientes de seleccidn. La disponibilidad de marcadores genéticos es

por lo tanto muy importante.

6. Regeneracidn de plantas y expresion de los genes

La regeneracidn de plantas a partir de las cé&lulas transformadas es
de crucial importancia para la utilizacibn prictica de la ingenieria
genética. No es suficiente que se demuestre la transformacidn a nivel
célular, sino que el cardcter transferido debe expresarse a nivel de
planta adulta v en la progenie sexual. Adem3s, la expresidn de los
genes debe ocurrir en el sitio (tejido u Srgano), y estado de desarrollo
de la planta correctos.

La transformacidn de cultivos alimenticios importantes mediante las
técnicas del DNA recombinante no estd muy distante de ser una realidad,
por lo mencs en el caso de caracteres monogénicos. Hasta ahora, se ha
trabajado con sistemas modelos, ej. tabaco, zanahoria. Transferencias
de genes para tolerancia a antibidticos, usando plasmidos Ti como
vectores, mediante la Infeccidn de tejidos o el co~cultivo con
protoplastos, han resultado en la expresidn y transmisidn sexual de la
resistencia en las plantas regeneradas (8). También.se ha legrado
introducixr el gen que codifica la proteina de semilla faseolina, en
frijol, a plantas de tabaco usando el plasmide Ti.

Los sigulentes, son algunos de los temas de la ingenierfa genética
de plantas que requieren mayor estudio y desarrollo: identificacidn vy
caracterizacién de genes de importancia econfmica; regulacidn y
expresién génica en relacidn al desarrollo v la especificidad tisular;
manipulacién de genes estructurales ligados muy debilmente o que '
segregan independientemente; transferencia de caractefes poligénicos;
desarrollo de vectores para monocotiledoneas; y regeneracién eficiente
de plantas a partir de las cé&lulas transformadas.

Un gran desafio para la ingenierfa gené&tica serd lograr la delicada
combinacidn de numerosos genes, cada uno con efectos de pequena

magnitud, que el fitomejorador busca usando métodos tradicionales. Una
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aplicacidn {til de las té&cnicas modernas podria ser la introduccidn de
genes a cvs adaptados sin perturbar la base genética adaptada del cv.
Entre los caracteres que podrian manipularse por medio del DNA
recombinante, el contenido de aminodcidos en proteinas de almacenamiento
de semilla, o de tubérculos, merece consideracidén . Se podrian
sintetizar fragmentos cortos de DNA in vitro, que codifiquer proteinas
con alto contenido de amincdcidos esenciales, y ligarleos a plismidos de

Agrobacterium para infectar plantas o tejidos. La regeneracidn de

plantas a partir de estos tejidos es un pasc necesario. Esta es una
posibiliad en frijol, cuyos genes para faseolina han sido
caracterizados; estos se transmiten como una sola unidad Mendeliana (2).
Tambi&n seria posible manipular igualmente las proteinas de la papa,
camofe, cebada, trigo y soya; o la introduccién de gencs para proteinas
a la yuca. En caso de no contar con técnicas de regeneracidn, ctres
estrategias de transformacién podrian ensayarse. La microinyeccidn de
DNA a polen en germinacidn, o a Svulos en desarrollo, es una
posibilidad. El remojade de polen en germinacién con soluciones de
fragmentos pequefios de DNA, antes de la polinizacidn, ec otra técnica
interesante.

Otros cardcteres potencialmente manipulables son: teolerancia a
metales pesados, a salinidad; resistencia a herbicidas, a patotoxinas y
a virus. La manipulacidn de genes responsables de la fijacidn de XN es
una tarea a largoe plazo debide a la compleja regulacidn genZtica del
proceso,

" Por Gltimo, un cardcter muy dificil de mejorar por los métodos
tradicionales es el potencial de rendimjento de los cultives., La
biotecnologia puede ofrecer algunas estrategias para la transfercncia de
genes de especies silvestres. A corto plazao, el cultive de embriones
hibridos y el cultivo de anteras de plantas hibridas-Fl; a mayor plazo,
la introduccién de genes usando técnicas del DNA recombinante.

Otros usos del DNA recombinante

Usando el RNA del virus como patrdn, se puede construir un cDNA;
estos pueden ser usadas como sondas moleculares de gran especificidad y
sensitividad para detectar los dcidos nuclé&icos de virus o vircides a

través de la formacion de hibridos RNA-DNA (7). Esta técnica estd
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siendo usada para seleccionar germoplasma resistente a virus, o para
detectar plantas libres de virus. FEl desarrollo de esta técnica es
ripido, una vez que se tiene el virus purificado. Un problema actual es
el requerimiento de radiocactividad; sin embargo, hay progreso en el
desarrollo de sondas moleculares no radioactivas.

En forma similar, sondas de DNA pueden construirse de fragmentes de
DNA que codifican caracteres especificos. Las sondas pueden utilizarse
para seleccionar germoplasma con genes introducidos mediante

cruzamientos amplios (11}.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

El hibridoma, producto de la fusidn de c&lulas cancerosas con
c&lulas hiperinmunizadas con patdgencs, productoras de anticuerpos,
tiene la capacidad de secretar anticuerpos altamente especIficoes,
indefinidamente, en cultivo (13). Los anticuerpes monoclonales pueden
ser utilizados para detectar patfgencs, particularmente virus, cuande la
serologia no es suficientemente especifica o no estd disponible en
cantidades suficientes. Los anticuerpos monoclonales pueden ser usados
para la diagnosis de enfermedades, riapida y de bajo costo, en programas

de certificacién de semilla o en trabajo de cuatrentena.

BYOCONVERSION Y PRODUCCION DE METABOLITOS UTILES

La utilizacién total de la planta, no sdlo los frutece ¢ los granos,
mediante biconversidn es una posibilidad futura interesante. La
sepéracién de la biomesa vegetal en fracciones de celulosa, hemicelulosa
y lignina podrIa proveer material para bioconversifn. Posibles
productos son proteina microbial, solventes y quimicos. La utilizacidn
de la lignina en la agricultura debe Investigarse; asi como la

fermentacifn 'de celulosa. Estas tecnologias han recibide gran atencidn

. en algunos paises desarrollados como Japdn.

La produccidn de metabolitos dtiles, mediante la biotecnoleogia
moderna es una posibilidad mis interesante para palses en desarrollo,
La extraccién de ciertos compuestos, ej. pigmentos, alcaloides,
sustancias antimicrobiales, insecticidas, ete. los cudles ocurren
naturalmente en especies tropicales nativas, han ocupado la atencién de

cientificos por muchos afios. Ahora existe la posibilidad de cultivar
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las c&lulas de estas especies en gran escala usando bioreactores para
extraer los compuestos. Esta alternativa puede ser Gtil sobretodo
cuando la especie crece en lugares remotos, en poblaciones pequefias o
cuando es dificil de propagarse en el campo. A diferencia de las
biotecnologias del DNA recombinante, en este caso la regeneracidn de
plantas no es necesaria; ademds, para el futuro se abre la posibilidad
de modificacién genética para producir estructuras quimicas diferentes.
Sin embargo, un problema que puede limitar esta biotecnologia es que las
células vegetales, a diferencia de los mic¢robios, crecen mucho mas
lentamente; la conservacidn de lineas celulares especificas puede ser
dificil aunque la criogenia podria ofrecer soluciones en el futuro. Por
estog motivos el cultivo de células vegetales podria ser usado mds que

todo para la biosIntesis de productos de alto valor unitario.

SITUACION DE LA BIOTECNOLOGIA EN AMERICA LATINA

INRSTITUTOS NACIONALES

El Cuadro 2 muestra el nimero de institutos nacionales de
Latinoamerica en los que se conduce dinvestigaciones biotecnoldgicas de
relevancia actual o potencial para la agricultura. Esta informacidn
proviene de 70 institutos en 11 paises, lo que proporciona una idea
clara, aunque no completa, de la situacidn actual en Amé&rica Latina. Se
estid preparando un directorio latincaméricanc de hiotecnologia el que
incluird a las personas que se entrenan cn institutos desarrollados.

La propagacidén cleonal in vitro, tecnologia que ha alcanzado
aplicacidn practica, se utiliza principalmente en los Institutos
Nacionales de Investigacidon Agricola (INIA), ej. INTA en Argentina,

INIPA en el Peri, etc. y en los Institutos de Educacién Superior (IES),

. e]. Universidades para la eliminacidn de enfermedades .de cultivos con

propagacidn vegetativa, Arboles frutales y forestales. Como se puede
predecir, la investigacidn en tecnologias mis modernas, ej. variacidn
somaclonal, cultivo de protoplastos, DNA recombinante, ademas de
estudios bisicos sobre bioquimica y morfogénesis, estd concentrada en
los Institutos de Investigacidén Basica (IIB), ej. SENA en Brasil, CENIC
en Cuba, ete. y los 1ESs. Sin embargo, tecnoleogias de gran utilidad,

como el cultivo de embriones y la haploidia, no han sido suficientemente

T
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CUADRO 2. Investigaciones en biotecnologia agricola en Institutos

Nacionales de 11 paises Latinoamericanos (Agosto, 1984),

No. de No. de Institutos*
Tecnologias Paises INIA IES IIB

Propagacidén clonal in vitro 11 21 24 6
Cruzamiento amplios

(cultivo de meriones) 2 2 1 1
Hapleidia

(cultivo de anteras) 3 - 3 -
Variacidn somoclonal y

seleccidn in vitro 5 1 3 7
Cultivo y fusidn de

protoplastos 4 - 2 3
DNA recombinante 7 2 2 5
Biosintesis

{cultives celulares) 2 - 2 2
Estudios bioquimicos

(cultivos celulares) 5 - 4 5
Morfogenésis in vitro 4 - 4 3

* TNIA = Institutos Nacicnales de Investigacidn Agricola
IES = Instituciones de Educacidn Superior
IIB = Institutos de Investigacidn Bisica
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adaptados en los INIAs.

Entonces, se observa la siguiente divisidn de labor. Los I1Bs ¥
los 1ESs con las tecnologias emergentes y, por lo tanto menos
desarrolladas; y los INIAs con '‘aquellas que han alcanzado aplicacién
prdctica., La excepcidn ocurre en dos INIAs, donde se conduce trabajos
relacionados con el DNA recombinante, _

En el irea molecular se pueden identificar tres IIBs y un IES con
potencial para investigar en tecnologias de DNA recombinante para
plantas. Obviamente lo que falta es una simbidsis entre los INIAs con
los IIBs y los IESs, mediante proyectos de investigacidn colaboratives,
para orientar los estudios bdsicos de estos (dltimos hacia problemas

agricolas relevantes,.

CENTROS INTERWACIONALES DE INVESTIGACION AGRICOLA

Los INIAs y los Centros Internacionales de Investigacién Agricola
(CIIA) conforman un sistema para investigacion égricola. Ambos
colaboran para elevar la productividad y la proﬁuccién de cultivos
basicos y ganado en América Latina. Esta colaboracidn deberia continuar
en el campe de la nueva biotecnologia.

El Ciadro 3 presenta el estado de desarrollo de varias tecnologias
en los CIIAs de America Latina, CIAT, CIMMYT, CIP vy CATIE. Los CIIAs
escogen aquéllas tecnologias con potencial para comprimir el tiempo,
espacio v costo de procesos especificos del mejoramiento de los cultivoes
y las desarrollan en colaboracidén con institutos desarrollados. Su
objetivo es integrar las técnicas dentro de estrategias de mejoramiento.
De este modo, como se muestra en el Cuadro 3, las técnicas de
propagacifn clomal por medio del cultivo de tejidos fueron las primeras

en ser adaptadas. El desarrollo completo de estas técnicas ha permitido

. facilitar el flujo de germoplasma entre los CIIAs v los INIAs, asi como

el desarrollo. de bancos de germoplasma para cultivo de propagacidn
vegetativa.

Otras tecnologias de los CIIAs estdn ayudando a la transferencia
interespecifica e intergenérica de caracteres valiosos; y el cultivo de
anteras esti permitiendo obtener en el laboratorio un producto final

semejante al obtenido en el campo con ahorro de tiempo y costos.



CUADRO 3., Estado de la investigacidn biotecnoldgica en Centros

Internacionales de Investigacidn Agricocla de Latincamérica

(Agosto, 1984).

Estado de las tecnologfas por cultivo*

CIP (papa); CATIE (café, pldtano).

Tecnologias Iniciindose En desarrollo En uso

Propagacidn clonal Café, platano Papa, yuca

in vitro Pastos (gram)
Cruzamientos zmplios Frijol Maiz Trigo
Haploidia - Papa Arroz
Variacidn gametoclonal - Arroz -
Embriogenésis somdtica - Yuca -
Variacidn somaclonal Yuca Pastos (legum.), -

trige, papa

Seleccidn in vitro Arroz - -
Cultivo de protoplastos - Papa, yuca -
Transformacidn

(absorcidn de DNA) - Maiz -
DNA recombinante

sondas para viroides - - Papa

mejoramiento de proteinas Papa - -
Criogenia - Yuca -
Marcadores genotipicos Frijol Yuca, pastos Papa
* CIAT (yuca, arroz, frijol, pastos tropicales); CIMMYT (maiz, trigo);-_
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Tecnologias avanzadas de la biologia molecular estidn siendo
utilizadas para aumentar la efectividad de deteccidn de virus; y pronto‘
serd posible seleccionar en el laboratorio, variantes celulares que
puedan extrapolarse en plantas con nuevos atributos.

Los CIIAs deberdn continuar actuando como puente para trasladar los
avances biotecnoldgicos disponibles de institutos desarrollados a los
problemas de la agricultura tropical,

En esta funcidn, los CITAs tienen la ventaja comparativa del
enfoque multidiseiplinario de sus programas de investigacidn, asi como
su conccimiento de los factores limitantes al progreso de los cultivos
de su responsabilidad., La existencia de colecciones mundiales de

germoplasma en los CIIAs es otra ventaja importante,

INSTITUTOS DESARROLLADOS
La mayor parte de la inversidn en biotecnologia estd concentrada en
ireas de salud humana y animal, ej. interferdn, insulina, hormona de

crecimiento, factores para el tratamiento de la hemofilia, productes

‘para dlagndstico in vitro para enfermedaces, vacunas y bioprocesamiento

de plantas. Fn los paises desarrolladosz como los Estados Unidos, Japdn,
Alemania, Francia, Inglaterra y Suizs, existen no menos de 350 companias
dedicadas a biotecnologia, entre Compai*las de Investigacidn Bidsica
(CIB), ej. Biogen, Genentech, Genex, etc. y Compafiias Multinacionales
(CMN), ej. Monsanto, du Pont, etc. Fn los Estados Unidos mas de 35 CIBs
son activos en el drea de la agricultura, con una inversidn cercana a
los 3 mil millones de ddlares (13).

La investigacidn biAsica para 21 desarrollo de biotecnologias estd

" ocurriendo en los CIBs y en las Universidades (UNI). Las CMN invierten

en los CIBs, los que a su vez ven en las CMN un mecanismo de llegar
rapidamente al mercado. Pero lo que estd llamando la atencidn es la
participacidn cada vez mis creciente de los CIBs y de las CMN en la
investigacidn basica que se realiza en las UNIs. Los primeros invierten
en las UNIs, o los cientificos de las UNIs son atraidos hacia los CIBs.

Este fendmeno estd privatizando la investigacidn en biotecnologia (15).
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COLABORACION PARA LA INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA

Para el desarrollo de la investigacidn biotecnoldgica en América
Latina, es primero necesario tener acceso a la informacidén sobre los
aspectos bAsicos asi como de las técnicas. Tradicionalmente, las
universidades desarrolladas (UNI) han sido la fuente principal de
capacitﬁciﬁn para América Latina. Es deseable que esta relacidn
continue para el caso de las biotecnologias; sin embargo, en vista de la
creciente privatizacién de la biotecnologia por accidn de compariias
cqmerciales, es necesarioc reforzar la colaboracién entre los institutos
nacionales e internacionales y las universidades desarrolladas mediante
proyectos de investigacidn en biotecnologia.

La Fig. 2 presenta las relaciones actualmente existentes (lineas
s61l1das) v propone nuevas adreas de colaboracidén (lineas cortadas).
Obviamente es importante que los institutes nacionales de investigacidn
agricola de Am@rica Latina orienten esfuerzos en prepararse para
utilizar las biotecnologias mds avanzadas; salvo una o dos excepciones,
esto no estd ocurriendo en los INIAs, posiblemente debide a que los
proyectos deben ser necesariamente a largo plaze. Los CIIAs pueden
actualmente cumplir el rol de puente y seleccionadores de las
tecnologias nuevas de mayor potencial para su transferencia posterior a
los INTAs, Para esta funcién, los CIIAs tienen las ventajas
comparativas mencionadas anteriormente. Pero también es necesario
que los INIAs establezcan relaciones de investigacién con los IIBs y los
IESs donde existe un buen nivel de preparacidén bisica; vy por supuesto,
los CIIAs también podrian participar de proyectos colaborativos. Otra
alternativa, seriIa relacionar a los CIlAs y a los INIAs con las
compafiias de investigacidn bidsica (CIB) de paises desarrollados. Esto
podria sin embargo encontrar dificultades en vista de los objetivos
diferentes de estas instituciones. Los CIBs tienen un interés
primariamente comercial y las tecnologias que alli se desarrollan
mayormente estidn orientadas a mercados altamente desarrollados, ej.
desarrollo de variedades que faciliten el enlatado o la fabricacidn de
bocadillos, etc; ademds, los cultives o variedades que se pretende
transformar en estas compaifiias por lo general no son basicos para la

poblacién de los trdpicos, o en caso contrario, estdn desarrollando
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COMPANTAS MULTINACIONALES
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FIGURA 2. Colaboracidn en biotecnologia agricola entre institutos

nacionales de investigacién (INIA, IIB, IES), Centros
Internacionales de Investigacidn Agricola (CTTA) de América
Latina y Universidades de paises desarrollados {(UNI); v la
relacién de estos con Compaiiias Bilotecnoldgicas desarrolladas
{CIB, CMN).
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metodologias que les va a permitir el control de la produccidn, por ej.
de semilla hibrida mediante el desarrollo de lIneas con esterilidad
citoplasmitica o el desarrollo de marcadores moleculares para proteger
las nuevas variedades patentadas. Por estas razones es posible que las
Universidades desarrolladas constituyan la fuente principal de formacidn
biotecnoldégica para Am@rica Latina. Ademis del acceso a la informacién
tecnoldgica en sI, en el caso de muchos cultivos tropicales, a los que
generalmente ne se ha prestado atencidn en paises desarrollados, es
necesario desarrollar los conocimientos bisicos sobre organizacidn y
regulacidn genética que hagan posible la manipulacién de caracteres
importantes,

La investigacidon y el degarrollo en biotecnologia progresan
demasiado rdpido. Ademas de los "journzls" conocides sobre cultivo de
células y tejidos, biologia molecular, genética molecular y aplicadas,
etc., posibles fuentes de informacién critica scbre biotecnologia son
las siguientes:

1. Conferencias internacionales: International Association for
Plant Tissue Culture (cada 4 afics), International Plant Molecular
Biology Association (cada 2 afios).

2. Noticias generales: Revistas Nacure (mensual) y Science
(mensual).

3, Informacidn sobre actividades en otros institutos, conferencias,
metodologfas, y bibliograffa: IAPTC Bulletin (cuatro al afio), Plant
Molecular Biology Newsletter (bimensual}.

4, Resilimenes de descubrimientos nuevos: Agricell Report {(mensual),

Agricultural Biotechnology MNews (bimensuzl), Genetic Engineecring News (2

" al afio), McGraw Hill's Biotechnology Newswatch (24 al afo).

5. ResUmencs de investigaciones: Biotechnology Research Abstracts
(mensual), Telegen Reporter (mensual), Telegen Reporter Review, Abstract
{(anual), Telegen Reporter Review, Index (anual), Telegenline (base de
datos), Telegen Alert (informacidn telefdnica - electronica cada 7
dias).

6. Identificacién y evaluacién de tecnologias: ATAS Bulletin del
Centro para Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo, Naciones Unildas
(bi-anual).

7. Cursos cortos de capacitacidn en América Latina.
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Temas: Técnicas seleccionadas sobre cultivo de tejidos,
Metodologias generales sobre cultivo de tejidos,
Técnicas de biologia molecular e ingenieria génética.
Instituciones: Centros Internacionales de Investigacidn Agricola
ICRO/UNESCO,
Institutos nacionales: Fundacién Campomar,
Argentina; Pontificia Uhiversidad.Cat6lica,

Chile; SENA, Brasil; IDEA, Venezuela.

_ Otra fuente de informacidn sobre biotecnologia para paises en
desarrollo puede ser el proyecto de UNIDO para crear un Centro
Internacional de Ingenierfa Gen&tica. Aunque ya se ha decidido
localizar =ste Centro en dos lugares, Itallia e India, su contribucidn al
desarvollo de la agricultura internacional es todavia una posibilidad a

largo plazo (16).

AREAS DE INMVESTIGACION

Indudabliemente, el progreso de la agricultura en América Latina
continuard dependiendo primariamente del mejoramiento genético de los
cultivosg; por lo tanto, las tecnologias nuevas deberdn estar orientadas.
hacia este objetivo directa o indirectamente. Algunas de las
oportunidades para la investigacidén biotecnolégica a corto y largo plazo

son las siguientes:

1. Rehabilitacidn de variedades locales y aumento del rendimiento en

cultivos clonales,
2. Produccidn de "semilla™ biAsica en cultivos clonales,

3. Propagacidén masiva de especies alimenticias e industriales nuevzs
ej. palmas del trSpico americano, frutales lefioses, drboles

forestales, frutales industriales, etc.

4. Mejorar el potencial de rendimiento de los cultivos mediante
cruzamientos interespecificos por rescate y cultivo de embriones

hibridos.
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Introgresidn de genes para tolerancia a ambientes adversos (metales
pesados, salinidad, estrés de agua, etc.) mediante rescate y

cultivo de embriones,

Acortar procesos tradicionales de mejoramiento mediante la fijaeidn
de caracteres en lineas homocigotas producidas a través de la
haploidia, ej. cultivo de anteras, partenogénesis, eliminacifn de

cromosomas, etc.

Diagndsis rdpida de enfermedades mediante sondas moleculares no

radioactivas o anticuerpos monoclonales,

Produccidn de variedades con atributos agricolas deseables,
mediante la seleccidn de somaclones. Especialmente Gtil para

mejorar variedades sin recurrir al cruzamiento.

Seleccidn de variantes a nivel celular, con tolerancia a estreses
de sales, aluminio, herbicidas, patotoxinas, etc., con niveles

altos de aminodcidos esenciales,

Incremento del vigor hibrido de cultivos de polinizacidn cruzada vy
heterocigotas, mediante la obtencidén rapida de homocigosis y el

cruzamiento sexual.

Transferencia de esterilidad masculina citoplasmitica, resistencia
a herbicidas v tolerancia a enfermedades a través de la obtencitn
de cibridos por fusidn de protoplastos y transferencia de

organelos.

Transformacidn mediante la ingenierfa genética. TIntroduccidn de
segmentos de DNA que codifican caracteres de importancia econémica:
tolerancia a ambientes adversos; incremento de la calidad protéica
de granos, tub&rculos y raices; aumento del potencial de
rendimiento y rendimiento de biomasa total de los cultives; aumcnto

de la eficiencia fotosint&tica y de la fijacidn del nitrdgeno,
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En general, las &reas de investigacién Wos. 1, 2, 3, 4, y 5 pueden
ser desarrolladas a corto plazo (menos de 5 aflos); las Nos., 6, 7, 8, 9 vy
10 a mediano plazo (5-10 afos) y las dreas Nos. 11 y 12 a largo plazo.
Esta clasificacidn es relativa al gradc de desarrollo actual y en la

proxima década de los institutos nacionales de investigacién agricola.
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