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Como préambulo a esta exposicién, mencionaremos dos de las
més conocidas definiciones de Biotecnologfa, 1a de Bull et al
(1982) y la definicién oficial de la Oficina de Asesoramiento
Tecnolégico del Congreso de Estados Unidos, 1as cuales se
presentan a continuacion:

1.  Biotecnologia es la aplicacién de los principios cientificos
y de ingenieria al tratamiento de los materiales de los
agentes biolégicos para producir bienes y servicios.

2. Biotecnologia es cualquier técnica que use organismos
vivos o parte de ellos para hacer o modificar productos,
mejorar plantas o animales o, para desarrollar
microorganismos que tengan usos especificos.

La Biotecnologiaen sies un proceso de principios y técnicas que
se ha utilizado desde tiernpos muy antiguos, empezando con el
uso de levaduras en la fabricaci6n de pan o las fermentaciones
radicionales. Acmalmente, los avances tecnolégicos nos per-
miten clasificar a la Biotecnologia en Tradicional y Moderna.
Dentro de 1a Biotecnologia Tradicional podemos mencionar las
fermentaciones, 1a propagacién répida, e] control biolégico de
plagas y enfermedades y la produccién convencional de vacu-
nas.

La Biotecnologia Moderma comprende el uso de nuevas tecno-
logias generadas por el conocimiento profundo de la genética
molecular y la Biologia Molecular, como son las técnicas
relacionadas con ¢l cullivo in vitro de 6rganos inmaduros, la
manipulacién de ADN recombinante y los marcadores genéticos
moleculares. Debe sefialarse que la mayoria de estos métodos
han sido utilizados primeramente en el sector salud y, s6lo hasta
hace poco, han pasado a ser aplicados en plantas y animales.

Las técnicas de la biotecnologia que nos interesan como herra-
mientas paras complementar y hacer més répidos los procesos
de mejoramiento genético en plantas y animales son aguellas
que nos permitan:
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. Crear variscitn genética.

. Explorar més efectivamente ia variabilidad existente.

. Acelerar las diferentes etapas dentro del programa de
mejoramiento.

As{, tenemos que las técnicas del cultivo in vitro, 1a manipula-
cién de genes por medio de ingenieria genética y el uso de
marcadores genéticos moleculares son poderosos suxiliares en
¢l mejoramiento tradicional, que han permitido avances sustan-
ciales, tanto para la obtencién de nuevos individuos més produc-
tivos, como para la comprensién de ciertos fenémenos ligados
a la genética cuantitativa.

CULTIVO In vitre DE ORGANOS Y TEJIDOS

Enel drea decultivo in vitro de 6rganos y tejidos tanto vegetales
como animales, las técnicas desarrolladas han permitido apoyar
fuertemente s ia biotecnologia modema, siendo su utilizacién
necesaria, tanto en investigaciones bésicas como en procesos
industriales.

Actualmente es de odos conocido que las células aisladas
pueden continuar funcionando y reproduciéndose in vitro sise
les provee de un medio de cultivo adecuado. En el caso de
células vegetales, éstas son totipotentes y omnipotentes, es
decir, cada célula puede reproducir una planta completa si al
medio de cultivo se le agregan los nutrientes y un balance de
hormonas adecuades. Este descubrimiento ha tenido gran
repercusin en la mvestigacién agricola, pero aiin hoy en dia
algunas familias de plantas son muy dificiles de manejar in vitro
(especies recalcitrantes).

La utilizacién de] cultivo de tejidos y/u 6rganos inmaduros
dentro de la genotecnia tradicional es de gran ayuds para
acelerar el progreso gen€iico. Ciertas técnicas de cultivo de
1ejidos se han desarrollado con este objetivo; asi tenemos:

1.  Elcultivo de embriones inmaduros, somdticos y cigbticos.

2.  Laproduccitn de plantas haploides, a partir del cultivo in
vitro de gametofitos.

3. La produccién de hibridos somdticos a parlir de
protoplastos.



4,  Seleccidn in vitro y
5.  Laregeneracién in vitro.

Un caso concreto de la utilizacién de estas técnicas en el
mejoramiento de plantas, es el cultivo in vitro de embriones
sig6ticos inmaduros como técnica complementaria de los méio-
dos tradicionales de seleccién. El cultivo de embriones inmaduros,
evita la larga fase de maduracién y de dormancia de 1as semillas,
permitiendo una reduccién notable en la duracién del ciclo de
seleccién (Alissa, 1986; Plotnikov, 1983: Azpiroz, 1987). Esta
operacién se realiza en cada ciclo de autofecundacién y, aprove-
chando las siembras denominadas de invierno o los invernade-
10s, se pueden tener hasta 4 ciclos por afio.

Asi mismo, esta técnica puede ser utilizada para realizar
retrocruzas aceleradas, con la finalidad de adicionar algiin caricter
agrondmico importanie que haga més redituable el uso de la
vanedad.

Tenemos como ejemplos, las retrocruzas con materiales resis-
tentes a enfermedades o para introducir el cardcter de
androesterilidad, (con fuentes CMS-S y CMS-C resistentes a
Helminthosporium maydis), este Gltimo puede favorecer al
productor de semilla, ya que se reducirian los costos de obtencién
de los hibridos.

Este carécter de androesterilidad CMS-S y DMS-C en maiz
puede introducirse por retrocruzas aceleradas mediante el cul-

tvo de embriones inmaduros en 390 dias.

Por otra parte, es una técnicaempleada en el rescate de embriones
interespecificos (Alissa et al, 1985; Monier, 1982),

La variabilidad genética es una de las condiciones primordiales
para el éxito del mejoramiento genético de cualquier especie.
Una de las fuentes de esa variabilidad son las especies llamadas
silvestres.

Por lo tanto, el intercambio de genes entre especies diferentes
permile el enriquecimiento del acervo genélico, logréndose:

1. Resistencias a diferentes enfermedades.

2. Resistencia a plagas.

3.  Genes con mejor adaptacion a medios adversos.

Sin embargo, debe tomarse en cuenta que entre distintas especies
existen marcadas barreras de incompatibilidad, lo querepresenta

una dificultad para el cruzamiento, la viabilided y 1a fertilidad de
sus hibridos (Al-Yasiri y Coyne, 1966). Sin embargo, como este
problema se debe a la malogracién del endospermo, como
consecuencia de la tardanza de la divisién celular en la microspora
(Rabakoarihanta et al, 1979), el cultivo de los embriones
inmaduros in vitro evila el aborto y permite el desarrollo normal
del embrién interespecifico.

Muchas de las hibridaciones interespecificas fracasan porque
ciertas especies eliminan los cromosomas extraiios después dela
fertilizacion. Actualmente, seconocen varios genes querestringen
o promueven el apareamiento y recombinacién (en trigo, por
ejemplo, tenemos el cromosoma BS).

También los embriones inmaduros pueden sercultivados in vitro
para producir embriones somiticos via callo (Green y Phillips,
1975).

Para la produccién de callo los embriones mmaduros serdn
cultivados en condiciones de rigurosa asepsia sobre medio de
cultivo nutritivo (Chu et al, 1975 y Murashige et al, 1962),
utilizando fitohormonas como agentes que propiciardn el desa-
rrollo celular en forma masiva. Una vez desarrollado el callo se
transplania en el mismo medio sin hormonas para propiciar la
diferenciacion celular o produccién de embriones somdticos.

Posteriormente, los embrioides y brotes dardn origen a nuevas
pléntulas, las cuales serén transplantadas en otros medios parasu
desarrollo adecuado, siendo después transferidas en cubos de
tierra estéril e incubadas en invernadero para que mas tarde se
transplanten en campo.

Esta técnica puede ser 1iti] en la propagacién masiva y rdpida de
algin genotipo en especial, como es el caso de alguna linea
necesaria en la produccién de hibridos; o bien, en el mejoramiento
de poblaciones pensando en la vanacién somaclonal, si se
demuestra que ésta es suficientemente grande y que las varianies
deseables son reproducibles a través de las generaciones.

Asimismo, esta técnica permite delectar los genolipos aptos ala
regeneracion in vifro como lo estin haciendo actualmente enun
proyecto de colaboracidén, el Centro Internacional de Mejora-
miento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales y Agropecuarias de México (INIFAP),
con sus lineas €lite y variedades de polinizacién libre de Valles
Altos (Bohorova et al, 1991); esta aplicacién es importante
porque el cardcter de regeneracion in vitro puede introducirse a
otros genotipos por retrocruzas y esos materiales pueden ser
susceptibles de transformacién por ingenieria genética, ya que
este procedimiento de transformaciéon génica necesita como
materia prima callos embriogénicos que puedan regenerar plan-



tas completas de maiz.

Este tipo de wansformacién puede ser itil para la introduccién de
caracteres monogénicos que no s¢ encuenitren dentro de la
especie 0 género, como podria ser el cardcter de apomixis (o
partenogénesis) que vendria a revolucionar la industria semillera,
ya que las semillas apomicticas darfan origen a una planta
idéntica al progenitor y, asi, el producior de semillas ya no
tendria necesidad de aislar sus lotes de produccién.

Este carécter se encuentra en el género Tripsacun y actualmente
existen grupos cientificos que trabajan en la introduccién de
genes de Tripsacwn al maiz (Hanna y Bashaw, 1987; Savidan,
1986). Este tema de transformacién se analizard més adelante.

En el caso de animales la técnica del cultivo de embriones
inmaduros y transplante de los mismos ha tenido gran éxito para
la obtencién de genotipos concaracteristicas simil sares. Asimismo,
se ha desarrollado la crioconservacién de los embriones o
gametofitos para ser utilizados posieriormente. Para e] caso de
transformacién génica, los embriones inmaduros de animales se
usan frecuentemente, lograndose un éxito hasta de 99%.

OBTENCION DE HAPLOIDES In vitro

Owua aplicacién de las técnicas ia vitro en mejoramiento vegetal
es la haploidizacién. Los haploides in sitis se presentan de una
manera espontdnea o son inducidos por la accién de diversos
tratamientos. La frecuenciade estetipo de haploides varfa segin
la especie y €l genolipo; pero, en general, es muy baja; pueden ser
detectados gracias a dos métodos: Uno es con la trilla de granos
poliembrionarios y el otro usando marcadores genéticos. Apa-
reniemente, la técnica del cultivo invitro de gametofitos (anteras
y ovarios) ha permitido la obilencién de haploides en ciertas
especies, con una frecuencia miés elevada (Alissa et al, 1985;
Mezzaroba et al, 1986; Gelebart, 1987). El interés de la
obtencidn de haploides radica en los siguientes puntos:

1. La obtencién de lineas homocigéticas por doblamiento
espontineo o artificial (Colchicina) del stock cromosémico
de individuos haploides.

2. Estavia presenta una ganancia en iempo muy apreciable,
si la comparamos con la via tradicional, donde la
homogeneidad fenotipica se obtiene después de 7 a 10
generaciones de autofecundaciones sucesivas.

3. Bajo el plan de conocimiento del genoma, 1a via haploide
presenta igualmente numerosas ventajas (sobre todo si se
admite que la realizacién de la fase haploide se opera sin
seleccién).

ili

*  Permite un andlisis fino de las interacciones alélicas
pudiéndose apreciar directarnente ciertos parémetros
de la genética cuantitativa.

+ Permite la obtencién de una gama de segregacion
gamética y favorece su difusién de manera estable
bajo la forma de lineas puras (Demarly, 1983).

+  Estatécnica pone en evidencia ciertas recombinaciones
recesivas, que pueden climinarse o utilizarse a con-
veniencia de la seleccién.

La obtencién de plantas haploides puede ser realizada esponts-
neamente o utilizando procedimientos inductivos, dentro de
estos 1iltimos se puede mencionar el aislamiento in vitro que
puede realizarse en gametos masculinos (técnica llamada
androgénesis) y en gameios femeninos (ginogénesis).

Se ha sefialado por varios autores (Nakata y Tanaka, 1968:
Nitsch - Nitsch, 1969; Clapham, 1971; Cuyang et al, 1973) que
los mejores resullados para la mayoria de las especies se han
obtenide cuando las microsporas en el seno de la antera se
encuentran en el estado pre-mitético (microsporas miclcadas
maduras) o postmitdtico (microsporas binucleadas jévenes).

OBTENCION, CULTIVO Y FUSION
DE PROTOPLASTOS

Los protoplasios son células cuya pared celular ha sido removida
por métodos mecdnicos y enziméticos (cloroplasios,
milocendrias, etc).

Estas células o protoplasios son viables y rdpidamente sintetizan
una nuevs pared celular, crecen y se pueden dividir llegando en
algunas especies a regenerar una nueva planta. Cuando la célula
estd en estado de protoplasto se puede manipular y ésta absorbe
varios lipos de materiales genéticos. Esta propiedad de los
protoplastos se utiliza ampliamente en biotecnologia.

Esta tecnologia ofrece la oportunidad de fusionar protoplasios
derivados de especies que son sexualmente incompatibles en la
naturaleza. Siembre debe recordarse que todo el proceso de
fusién es enteramente fisico y dificil de repetir, ya que se pueden
obtener autofusiones, heterofusiones, fusiones incompletas y,
esto da origen a una gama muy diversa en cada experimento,

En especies de tabaco, papa, tomate, brassica y arabidopsis, se
han obienido varios hibridos; sin embargo, el uso esté limitado
debido & que no siempre es posible regenerar plantas a partir de
sus protoplastos. En arroz hay algunas lfneas de las subespecies
Indicay Japénica que pueden contribuir mediante este método al



mejoramiento de Indica. En maiz es también posible regenerar
plantas a partir de protoplastos.

Orra aplicacion de esta técnica es la fusién entre protoplastos de
la misma especie, 0 entre especies sexualmente compatibles, a
fin de introducir recombinaciones epigénicas y cilopldsmicas
(aloplasmia y fusién citoplasmélica para introducir
androesterilidad).

SELECCION In vitro

Por otra parte, la posibilidad de mejorar laresistencia de plantas
frente a la accién de factores bidticos y abidticos del medio
Teviste una gran importancia para el fitomejorador. Al respecto,
se ha propuesto por varios investigadores (Yasuda, 1982; Kurts,
1982: Nabor, 1980) la seleccidén in vitro para aislar plantas re-
sistentes a enfermedades, salinidad, frio y al déficit hidrico.

La ventaja potencial de esta técnica radica tanto en la rapidez de
seleccién como en la capacidad de efectuar el tratamiento sobre
un gran nimero de individuos ubicados en un espacio relativa-
mente pequedio.

Laseleccién in vitro se hace por medio del aislamiento aséptico
de células y Grganos en un medio de cultivo que contiene
subsiancias quimicas o metabolitos, asi como otras sales que
inhiben el crecimiento. Entre esas substancias podemos men-
cionar los pesticidas, toxinaso filorados de organismos patdgenos,
metales pesados. sales minerales o simplemente substancias que
aumenten la presién osmética de]l medio de cultivo.

Este tipo de seleccién de materiales con resistencia a factores
bidticos o abidticos puede realizarse, tanto a nivel celular, como
a nivel de érganos jéovenes {Yasuda, 1982; Azpiroz, 1988). La
seleccion a nivel celular parte de un grupo de células Hamado
callo, el cualuna vez demostrada suresistencia aciertos factores,
se cambia del medio para permitir el desarrollo de embrioides
somdlicos que serdn el origen de plantas con resistencia al factor
limitante. Encambio laseleccién a nivel de embriones inmaduros
permite una eliminacién de los no resistentes y los resistentes se
cambian a un medio propicio o directamente a tierra para su
desarrollo.

TRANSFORMACION GENICA

La introduccién de genes en la misma especie, entre especies o
géneros diferentes puede lograrse mediante cruzas tradicionales,
o bien, usando sistemas de transformacién de Ingenieria Genética.
La manipulacién de genes o transformacion de plantas y anima-

iv

les comprende una serie de técnicas que permiten la insercién de
uno o mis genes provenientes de otros organismos o que han sido
sintetizados en el laboratorio. Antes de insertar un nuevo genen
una planta es necesario identificar y aislar ese gen, para luego
clonarse como promotor, el cual va a regular la expresién del
gen, posteriormente se debe identificar ¢l mejor sistoma para
introducirlo en la planta o animal a modificar. La aplicacién de
esta metodologia equivale a la incorporacién de una caracteris-
tica monogénica por retrocruzamientc a un material genético
dado, con la ventaja de que con la transformacién 1a incorpora-
ci6n de dicha caracterfstica es instantinea.

Los sistemnas de ransformacién de nuevo material genético en
plantas han resultado més dificiles que en animales, donde la
microinyeccién directa en embriones unicelulares es la técnica
més usada (Rogers, et al, 1985).

Hay varias maneras de introducir genes o transformar plantas y
animales, y esto se ha logrado en varias especies. En la piiltima
década, los nuevos conocimientos de la estructura y regulacién
de genes y ¢l desarrollo de vectores ha abierto nuevas expecta-
tivas y se ha logrado producir y estudiar plantas y animales
ransgénicos. Las plantas en que se ha logrado dicha transfor-
macién con éxito son las dicotileddneas, que se pueden reprodu-
cir por cultivo de tejidos a partir de protoplastos y, ademis,
responden bien al sistema de wansferencia de genes que en la
naturaleza lleva a cabo la bacteria Agrobacierium tumefaciens.
{Fromm et al, 1985). Enla actualidad, selogran transformaciones
genéticas estables, en forma rutinaria, sobre varias especies
vegetales, como tomate, papa, algodén, colzay, aiin, en algunas
especies forestales (Fischhoff et al, 1987) y en las especies
animales como bovinos, ovinos y porcinos.

En plantias, los sistemas de transformacion se pueden dividir en:

a. Directos, que incluyen absorcién directa de ADN por
protoplastos, electroporacién, microinyecciones y el uso
de microproyectiles (Kleinet al, 1987y 1988; Frommet al,
1985).

b.  Indirectos, mediante el uso de vectores, tales como A.
tumnefaciens, virus, bacterias, hongosy elementos genéticos
moviles o transpones (Klee et al, 1987).

METODOS DIRECTOS DE TRANSFORMACION

Las dificuliades que presenta el uso de A, rumefaciens enalgunas
especies vegetales ha aumentado el interés por encontrar otros
sistemas de wansformacién alternos a utlizar. Entre ellos
tenemos:



1. Uso pDE PROTOPLASTOS

Los protoplastos absorben ADN proveniente de cromosomas,
pdsmidos y fagos: Se ha demostrado 1a asociacién de este ADN
con el niicleo de los protoplastos en cuestién. La presencia de
policationes como poly-L-lisina y poly-L-omitina incrementan
1a absorcién, al igual que el uso de polietilenglycol (PEG). pero
1afrecuencia de transformacién es baja (1 por cada 10 protopastos).
Estos tipos de procedimientos se han utilizado en cebada y en
trigo diploide (Triticum monococcumnm). Pero los protoplastos
que formaron pequefios callos y que mostraron resistencia al
marcador empleado (Kanamicina) no fueron capaces de regene-
rar plantas. En arroz también se ha intentado usar este proce-
dimiento alcanzéndose frecuencias de transformacién mis altas,
El mayor problema en este método, adem4s de las bajas fre-
cuencias de transformacién, lo constituye la regeneracién de
plantas a través de los protoplastos (Rodes et al, 1988).

2. ELECTROPORACION

Es un proceso en el cual las células se someten a pulsos eléctricos
de alto voliaje. Lo cual causa perforaciones pequefias en la
membrana celular; asf se logra la difusién de moléculas de ADN
al interior de la célula, la cual regenera su pared celular y
continiia desarrollindose normalmente. Este procedimiento se
usa mucho en la transformacién de células animales y se ha
usado con éxito en la transformacién de protoplastos de maiz de
la linea A188 que llegaron a regenerar plantas, y en arroz donde
algunos genotipos presentan una eficiente regeneracién de
protoplastos a plantas (Rodes et a}, 1988).

3. Uso pE MICROPROYECTILES

Esta metodologia se realiza mediante un bombardeo con una
pistola comiin y bajo vacio de pequetfias particulas de tungsteno
(1.2 micro milimetros) que van cubiertas de moléculas de ADN.
Este procedimiento requiere tejidos vegetales, callos
embriogénicos inclusive, embtiones cigéticos. En maiz se ha
logrado transformar para laobtencién deresistenciaa herbicidas
y también en cebada (Klein et al, 1987 y 1988).

4. MICROINYECCION

Esta técnica se ha probado enembriones cigéticos, inflorescencias
endesarrollo de diversos cultivos inyectando ADN, conteniendo
el gen para la resistencia a la kanamicina; sin embargo, la
frecuencia de esta wansformacién es muy baja en plantas, pero
en embriones unicelulares de animales 1a frecuencia de trans-
formacién ha sido todo un éxito.

METODOS INDIRECTOS

El uso de vectores en transformacién de plantas es la inclusién
de genes que han sido debidamente caracterizados, en un vehi-
culo o vector que, a su vez, es incorporado en las células
vegetales, En plantas, el vector més ampliamente utilizado es
Agrobacterium tumefaciens, una bacteria del suelo que tiene un
sistema natural para transferir genes a la planta hospedera,
causando la enfermedad de la Agalla de la Corona.

En 1975 se establecié que el pldsmido PTI contenia a los genes
quecontrolaban la induccién de las agallasen la planta. Asimismo,
se demostré que en la regién VIR se encontraban los genes
responsables de la produccién de 1a agalla y los genes responsables
de la transferencia del TDNA a las células vegetales. Es
precisamente, en esta zona donde se sustihiyen los genes que
producen los tumores, por los genes que van a ransformar a la
planta en estudio, incluyendo genes marcadores responsables de
la resistencia a antibidticos que servirin para la seleccién de los
materiales transformados.

Este sistema de transformacién se puede resumir en cinco etapas:
1.  Identificacién y aislamiento de los genes a introducir

2. Introduccién de genes forineos en cepas desarmadas de A.
tumefaciens.

3. InfeccibnconA.tumefaciens acélulas o tejido vegetal para
permitir la transferencia del gen o genes deseados.

4.  Seleccién y regeneracién de células y tejidos transforma-
dos.

5.  Andlisis y verificacién de la expresién de los genes en las
plantas transformadas.

Las plantas transformadas tienen apariencianormal y la herencia
del ADN transformado (T-ADN) es Mendeliana.

La mayor parte de las plantas transgénicas que existen en estos
momentos han sido creadas usando como vector a A. twnefaciens.

Asf{, por ejemplo, Murai et al, 1986, introdujeron en el genoma
de girasol el gene responsable de la produccién de faseolinaque
se aislé del género Phaseolus, usando como vector A. tumefaciens,
pero este gene no se expresd.  El material genélico que se
introduce enla planta debe tener todos los elementos reguladores
que aseguren la correcta expresién de los genes introducidos.



En 1989 sc probaron las primeras planias transformadas de
tomate con el gene responsable de la produccién de una
endotoxima (Bacilus turingiensis) que evita el ataque de insectos
a egta especic.

También, usando los genes antisentido se logrd la obtencién de
tomate transgénico con mayor vida de anaquel, ya que este gen
impedia la produccién de 1a poligalacturonasa en el fruto y éste
se conserva verde por mis tiempo.

Gould J. demostrt en 1991, que ¢l maiz puede transformarse
usando Agrobacierium tumefaciens y el plsmido PGUS3 con-
teniendo los genes para la resistencia a la Kanamicina (NPT H)
y la produccién de B-glucoronidasa (Gus).

Otros vectores que se han desarrollado para transformacién son
los virus de ADN de cadens doble y simple, asf como de hongos.
En la actualidad se est4 trabajando para transformar el maiz, pero
desde un punto de vista préctico, para lo cual tanto CIMMYT
como el Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados
(CINVESTAV)en México, estudian la posibilidad de ntroducir
los genes responsables de la produccién de 1a endotoxima de
Bacilus turingiensis, o que harfa resistente al maiz al ataque de
insectos.

La utilizacién de estas técnicas de transformacién podrian suxi-
liar fuertemente a la produccién de semillas cuando se necesite
introducir rdpidamente algiin gene en particular, que mejore
alguna variedad ya existenie, o para la introduccién répida de la
apoximis, por ejemplo, una vez que se identifique el gen res-
ponsable de esa caracteristica y se aisle.

Otra aplicacién prictica de la técnica de transformacién esen la
produccién de biopesticidas, 1a Agencia Americana de la Pro-
teccién del Ambiente (EPA) autorizé en junio de 199] por
primera vez a la Compaiifa Mycogen, de $an Diego, California,
dos bioinsecticidas genéticamente modificados.

Estos bioinsecticidas son virus modificados, asf, por ejemplo,
tenemos los trabajos de Tomalski, 1991 y Stewart, 1991, quienes
utilizan la capacidad de los himendpteros para producir
neuroctoxinas que paralizan a lepidépteros para transformar los
béculovirus introduciendo el gen responsable de la produccién
de esta toxina. Por lo tanto, las larvas infectadas por béculovirus
modificado, permiten que el gene responsable de la toxina se
integre al genoma del insecto y éste se paralice mientras el virus
sigue su proceso destructive convencional en el interior de la
larva, eviténdose asi el atague destructivo a los cultives de
interés comercial, ya que normalmente cuando el lepidéptero es
atacado por el virus no transformado el insecto sigue destruyendo
el cultivo por una semana hasta Que muere, presenténdose
pérdidas econdmicas muy fuertes para el productor.
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MARCADORES GENETICOS MOLECULARES

Onras técnicas biotecnolégicas, importantes en lo que se refiere
al mejoramiento genético, es el uso de marcadores genéticos
moleculares. En la actualidad, varios paises han integrado a sus
programas de mejoramientc genético el uso de marcadores
genéticos moleculares como son: El poliformismo de isoenzimas
el de la longitud de fragmentos de ADN determinados por sitios
de restriccién (RFLP) y el del ADN amplificado al azar (RAPD).
Estas técnicas pueden ser usadss pars identificar y localizar
genes de caracteres cuantitstivos, medir cambios de frecuencias
génicas por efecios de seleccién natural o artificial; se pueden
predecir grados de heterosis mediante 1a medicidn de divergencia
genética. Ademiis, aum nivel priictico, los marcadores genéticos
moleculares estén siendo usados en algunos paises para com-
plementar la caracterizacién fenotfpica y fenolégica en el registro
de las nuevas variedades vegetales y animales.

Estos marcadores tienen las ventajas de preseniar efectos
neutros sobre ia planta; en la mayoria de esos "loci” se presentan
efectos codominanties como en ¢l caso en isoenzimas y RFLP's
y dominante en caso de los RAPD's (Figura 1); se pueden tcner
marcadores a Jo largo del genoma; el genotipo se puede deter-
minar en cualquier estado fenoldgico de 1a planta y en cualquier
tejido; se puede trabajar casi con cualquier poblacién natural y
esl0s gEnoLpos NO se enmascaran por el ambiente, principalmente.

Figura 1. Marcadores dominantes vs codominantes
Genotipos
AA Aa aa
] [
ENZIMAS

Las enzimas son protcfnas con una actividad catdlica, cuyo
estudio y andlisis nos permite conocer también la variabilidad
genética en poblaciones de mdividuos que poseen polimorfismos
para estos componenies.
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Los genes que codifican 1as enzimas poseen dos propiedades que
las hacen interesantes para los genotecnistas:

la  Uns porcién importante de esos genes son polimorfos, es
decir, que ellos existen bajo la forma de dos o més alelos.
22 Los alelos de genes codificadores de las enzimas son

generalmente codominantes.
Para estudiar las enzimas se utiliza la técnica de electroforesis
que las discrimina por su pesc molecular y su cargo superficial
sobre gel de almidén, poliacrilamida o

agarosa. Estos dos pardmetros estin

1991; Melchinger et al, 1991).

POLIMORFISMO DEL ADN AMPLIFICADO AL AZAR

Hace poco tiempo, en diciembre de 1990, se publicé informacién
scerca de un segundo tipo de marcadores moleculsres (Welsh y
McClellan, 1990 y Williams et al, 1990). Estos marcadores se
han denominado polimorfismo del ADN amplicado al azar
(RAPD'’s) y se baza en la amplificacién del ADN mediante 1a
reaccién ciclica miltiple para amplificar pequeflas secuencias de

ligados a la constitucién en aminoédcidos
yreflejanladiversidad genética asociada
de la misma forma que en ¢l caso de las

V- N

proteinas de reserva.

Las enzimas asi separadas se revelan por
medio de reacciones especificas de
coloracién, dando bandas que forman un
diagrama electroforético.

1

Figura 3. Cicio terminal \

un ciclo

e

Desnaturalizacion de la
dobie cadena de! ADN

|
[
!
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Repiwcacion de la traccion
de cadena simple de
accion de la polimenaz

J

e e -

Temperatura

POLIMORFISMO DE LA
LONGITUD DEFRAGMENTOSDE
RESTRICCION

Un RFLPes simplemente unadiferencia

1

Aniliamiento
en la cadena

en el dcido desoxiribonucleico entre dos
individuos. Esta diferencia se puede
deber a muchas razones, pero méas co-

simple

miin es, generalmente, la insersién o eliminacién de un pequefio
segmento de ADN o un cambio en una o dos bases dentro de la
secuencia del ADN. Para detectar un RFLP se aisla el ADN de
un individuo y se digiere con una o més enzimas de restriccién.
Estas enzimas cortan la secuenciade ADN ensitios especificos.
El ADN digerido se separa en un gel mediante cargas eléctricas,
se transfiere a una membrana y ésta se usa como un molde
original para detectar el largo de cada fragmento individualmen-
te.

Un RFLP se observa como una diferencia entre dos individuos
en el largo de los framentes generados por una enzima de
restriccién especifica (Figura 2). A veces se pueden generar
patrones més complicados que abarcan no s6lo diferenciasen los
largos de los fragmentos, sino también en el nimero de bandas,
esto depender4 de la nueva ubicacién del sitio de restriccién.

Estos marcadores, desde su descripcién en 1975 por Grodzicken
y colaboradores, se han usado con varios fines y en produccién
de semilla han permitido el establecimiento de similitudes y
disimilitudes genéticas muy interesantes (Smith and Smith,
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4cido desoxiribonucleico usando una secuencia primaria de
nuclestidos como iniciador. Esta secuencia primaria es conoci-
da, por lo que las reacciones de amplificacién se pueden repetir.
Una reaccidn tipica se realiza con un amortiguador simple, los
cuatro dinucledtidos trifosfatados (D'ATP, D'CTP, C'GTP y
D'"TTP), la secuencia primaria, taq polimerasa y unos pocos
nanogramos del ADN del organismo estudiado. Después de 4
horas de amplificacién donde se pasa por procesos de
desnaturalizacién, anillamiento y replicacién (Figura 3), los
productos se separan en un gel de agarosa mediante cargas
eléctricas donde directamenie se tifie y visualiza el ADN ampli-
ficado (Figura 4). Esta técnica ha sido propuesta para la carac-
terizacién de variedades de polinizacién libre recientemente
(Fischer, 1991).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Otra de las técnicas que se estén utilizando en el sector pecuario
para detectar genotipos con caracteristicas sobresalientes de
resistencia a enfermedades o para diagnéstico de enfermedades,
uno de los mis recientes trabajos en esta \iltima aplicacién se ha
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realizado en México, para la deteccién temprana de Brucella
abortus por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa.

Como es bien sabido, la brucelosis bovina infecta ademés a
ovinos, caprinos y al hombre. En animales propician dafios
econémicos muy fuertes, ya que provoca abortos, mortandad de
crias y problemas reproductivos. El diagnéstico de labrucelosis
animal se realiza con pruebas serclégicas cuya utilidad es
limitada debido a su falia de especificidad y sensibilidad. La
prueba serolégica més utilizada (aglutinacién) no detecta in-
fecciones latentes o tempranas, ni permile diferenciar los
anticuerpos de animales vacunados de los animales enfermos.
En cambio, esta nueva prueba que usa la técnica en cadena de la
polimerasa (RPC) ha detectado exitosamente la presencia de
Brucelia, as{ como la o las especies presenies que causen la
infeccién (Martinez et al, 1993 y Lépez et al, 1993).

PROPIEDAD INTELECTUAL, TRANSFERENCIA
BIOTECNOLOGICA Y BIOSEGURIDAD

Todas estas metodologias que son poderosas herramientas en
varios campos del sector agropecuario como son: Mejoramiento
genético, en el diagndstico de enfermedades de especies vege-
tales, forestales y animales, en la produccién de Bioinsecticida
y otros campos mds, han propiciado un debate sobre el desarrollo
de la biotecnologia agropecuaria en América Latina y el Caribe,
sobre todo porque las grandes compaiijas transnacionales han
analizado las grandes posibilidades de la agricultura transformada
por la biotecnologia y. actualmente, todas esas compaiiis reali-
zan grandes inversiones en investigacién biotecnolégica como
Monsanto, que invierie hasta mil millones de délares por aiio, lo
mismo que Dupont, INI, Pfizer y Ciba Geigy.

Las relaciones Industria-Universidad, Industria-Gobierno, que
se han establecido en los paises desarrollados, han permitido que
la empresa transnacional tenga un control en la generacién, flujo
de informacién y conocimiento cientifico; esto implica la pro-
teccidn de dicho conocimiento, por lo que se promueve a nivel
mundial el patentarniento de productos, procesos y organismos
vivos obtenidos mediante la biotecnologia (Solleiro, 1991),

Especialistas en la materia consideran que el desarrollo de la
biotecnologia en América Latina y el Caribe, deber4 realizarse
en un contexto de relaciones arménicas entre paises desarrolla-
dos y en desarrollo, ya que se involucran aspectos de interés
comun muy importanies como:

. El manejo y conservacién de germoplasma
. La transferencia de tecnologia modemna.
. El medio ambiente

. La seguridad alimentaria

. La propiedad intelectual

Sobre el germopiasma se ha recomendado que éste sea conside-
rado patrimonio de nuestros paises; y que se considere el estable-
cimiento de politicas econémicas que permitan la conservacin
y explotacién racional del germoplasma de América Latina y el
Caribe, donde los paises desarrollados que estén interesados
contribuyan activamente a la implementacién y ejecucidénde esa
accién.

Enloque serefiere a la transferencia de las nuevas biotecniologias
se recomienda a los pafses en desarrolloe 1a unién de esfuerzos y
la cooperacién internacional para quecsta transferencia se pueda
lograr.

Como vimos, en esta exposicién existen variadas metodologias
en Biotecnologia que pueden ser aplicadas a varios procesos del
sector agropecuario para hacerlo més eficiente. Por lo que es
importante un programa de transferencia de biotecnologia hacia
los usuarios, llimense mejoradores o productores, para que estas
herramientas biotecnol6gicas puedan ser aplicadascorrectamentie
a problemas concretos.

Dicha wansferencia se puede lograr mediante entrenamientos
cortos que permitan a los usuarios interaccionar con los labo-
ratorios de transferencia de biotecnologia y también con los
grandes centros de investigacion basica en el drea de la biologia
molecular, lo que permitird resolver problemas de interés
agrondmico a nivel local y regional.

Actualmente, a nivel mundial exisie en varios centres de in-
vestigacién y otros més de transferencia el firme propésite de
simplificar las técnicas de cultivo de tejidos, transformacién
genética y marcadores genéticos, para que éstas puedan ser
utilizadas en mejoramiento genético, tanto de animales como
vegetales, 1o cual dard como fruto, en breve:

. Un mayor uso de estas técnicas en mejoramiento genético.
. Obtencion de genotipos con la componente biotecnolégica.

Dentro del nuevo contexto de desarrollo tecnoldgico y comer-
cial y de la liberacién de las economias e interaccién de los
mercados internacionales cobra gran importancia la proteccién
de las invenciones biotecnolégicas.

A nivel internacional, se ha propuesto el Sistema de Patentes,
este derecho confiere al titular de la patente una posicién
monopélica "temporal” que tiene intrinsecamente un elevado
valor econfémico.



La posibilidad de contar con esta proteccién monopélica tempo-
ral en el campo de la biotecnologfa es reciente. La Legislacién
enlamateria, en la mayoria de los pafses habia considerado hasta
hace poco que los cambios en material biolégico se producen
libremente sin intervencién del hombre, por lo que no se podria
hablar de invensiones.

Sin embargo, las aplicaciones a nivel industrial de las investiga-
ciones de la ingenierfa genética y biologia molecular, han provo-
cado la revisién de] sistema de patentes en muchos paises
desarrollados; donde se acepta actualmente e] patentamiento de
nuevos seres vivos o, de los procesos para su obtencién. (Correa
1992).

En Estados Unidos, desde el caso Chakrabarty en 1980, se
admiti6 el patentamiento de un ser vivo (una nueva bacteria del
grupo de Pseudomonas capaz de degradar 4 de los principales
componentes del petréleo crudo).

Posteriormente en 1985 en el caso Hibberd se admitié la
patentabilidad de plantas (cultive de tejidos de maiz), asi como
la de animales en 1988 (con el ratén de "Harvard™).

Debido a las presiones de los paises industrializados, América
Latina y el Caribe han dedicado grandes esfuerzos para revisar
y adecuar sus legislaciones en la materia. Asi, por ejemplo,
México tiene una nueva Ley de Palentes vigente desde el 27 de
junio de 1991, en la cual son patentables las variedades vegeta-
les, los procesos biotecnoldgicos de obtencién de
farmacoquimicos, medicamentos en general, bebidas y alimen-
tos para consumo animal y humano, fertilizantes, plaguicidas o
"productos de actividad biclégica”.

Noobstante 1a gran conroversiacon referencia ala patentabilidad
deproductos y procesos biotecnolégicos, se han argumentado en
varios foros los pros y los contras de este tipo de monopolio
temporal, los paises del tercer mundo tienden a modificar sus
legislaciones en pro de las patentes como una respuesta a los
posibles riesgos de no otorgar patentes (como son las represalias
comerciales, Solleiro 1990). Asi se ha propiciado larealizacién
de diferentes seminarios y reuniones cientificas para el andlisis
de esos niesgos y de la conveniencia de enrolarse en el cambio,
propiciado por la corriente liberal que recorre Latinoamérica.
Este tpo de foros recomiendan que la participacién de los
diferentes paises sea activa, reglameniando en favor de nuestro
desarrollo y proteccién.

Asi, por eiemplo. se ha recomendado en la medida de lo posible:

1. Buscar que sélo se otorgue proteccion a procesos.
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2.  Excluir la posibilidad de patentar variedades vegetales o
animales. Se recomienda buscar alternativas como adoptar
¢l sistena de 1a Unién para la Proteccidén de las Obtenciones
Vegetales (POV) y, en el caso de animales, a nivel inter-
nacional hay miiltiples dudas sobre el patentamiento, por lo
que se recomienda mantenerse a la expectativa, mientras
no hayan respuestas satisfactorias a estas preguntas.

3.  En el caso de conceder patentes a microorganismos serd
indispensable exigir la descripcién completa y depdsito de
la cepa (Tratado de Budapest, abril 1977).

4,  Serd necesario organizarse a nivel latinoamericano apo-
yéndose en la Organizacién Mundial de la Propiedad
Intelectual (OMPI) y en el Programa Regional de
Biotecnologia (PNUD/ONUDI/UNESCQ) para estable-
cer una red de comunicacién eficiente, "a nivel Latino-
americanc”, que de a conocer la informacién contenida en
la patente.

5. Serf requisito indispensable la obligacién de explotar
industrialmente la patente. Esto permitird promover el uso
de nuevas tecnologias mediante el aprovechamiento con-
creto de la invencién, por lo tanto, no bloqueard el progreso
tecnolégico.

6. Se recomienda que los gobiernos latinoamericanos se
reserven el derecho de otorgar licencias obligatorias.

7. Lavigencia de los titulos en los paises de América Latina
puede ser més corta que en los paises industrializados, lo
que proporcionaria un acceso més libre y répido al cono-

cimiento.

8. Finalmente, se recomienda a los paises latinoamericancs y
del Caribe elaborar en forma conjunta un programa de
desarrollo en biotecnologia, gue les permita abordar con
mayor seguridad los problemas inherentes al cambio pro-
piciado por la revolucidn tecnolégica actual.

Dicho programa deberd contemplar los diferentes sectores de la
biotecnologia, con el propésito de propiciar el desarrollo o apoyo
a los Centros de Investigacién Bésica, Laboratorios de Trans-
ferencia de Biotecnologia, Comités ad hoc relacionados conla
implementaciénde reglamentos relacionados con la Legislacién
de Patentes y 1a Bioseguridad. Este ultimo tema es de gran
importancia para nuestros paises, ya que es importante estable-
cer reglamentos que impidan que América Latina llegue a
convertirse en lerritorio de prueba, sobre todo tomando encuenta

el peligro que correria el germoplasma vegetal y animal con-

centrado en esta zona privilegiada por la naturaleza.



Al respecto, algunos paises desarrollados como Australia y
Estados Unidos de América, tienen reglamentaciones precisas
con referencia a la evaluacién en el campo de organismos
genéticamente modificados (National Research Council 1989).

ElConsejo Nacional de Investigaciones (NRC)de la Académica
Nacional de Ciencias, dio 7 recomendaciones para la evaluacién
de plantas transgénicas, yz que en animales se abstuvieronpor la
complejidad que involucra su introduccién al ambiente. Sus
consideraciones se basan en las condiciones ecolégicas que
prevalecen en los Estados Unidos, sobre todo en lo referente a
especies silvestres. Las 7 consideraciones son:

t.  Las plantas modificadas por mélodos clasicos de mejora-
miento, se juzgan seguras para la evaluacién en campo,
sobre la base de las experiencias con cientos de miles de
genoupos evaluados en el campo por varias décadas en ese
pais.

El Comité enfatiza que los méiodos comunes para tomar
decisiones acerca de las introducciones de plantas clisi-
camente mejoradas son completamente apropiadas.

(]

Los granos de plantas modific adas porméiodos moleculares
y celulares no deben poseer riesgos diferentes de aquellos
modificados por méwdos genéticos clsicos para caracte-
risticas similares. Conforme los métodos molecularessean
mas especificos, los usuarios de estos métodos estaran mas
seguros de las caractleristicas que introducen a la planta.

Las caracteristicas que no sean familiares en una planta
especificarequeriran una evaluacidn cuidadosa en pruebas
a pequefia escala, donde las plantas que exhiban fenoupos
indeseables seran destruidas.

1. En este momento, el potencial de las malezas para aumen-
tar sus poblaciones es el principal riesgo ambienial que se
percibe para introducciones de plantas genéticamente
modificadas.

4. El confinamiento es la condicidén primaria para que se
tenga seguridad de introducciones en campo de plantas
clasicamente modificadas.

5. Dependiendo de las especies cultivadas las opciones pro-
badas de confinamiento inchtyen los sistemas biolégicos,
quimicos, fisicos de espacio y aislamiento temporal, asi
como ¢] tamarc de la parcela experimenial.

6.  Las planias cultivadas dentro de un confinamiento para

propdsilos experimentales raramente causan problemas en
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¢l ecosisiema natural.

7. Lasopciones de confinamiento establecidas son tan aplica-
bles a las introducciones en campo de plantas modificadas
por métodos moleculares y celulares, como para las in-
roducciones de plantas modificadas por métodos genéticos
clésicos.

Quizés, si finalmente uniéramos esfuerzos los paises de América
Latina y el Caribe (suefio de muchos de nuestros héroes nacio-
nales), podriamos conwibuir a la conservacién y desarrollo
arménico del seclor agropecuario en nuestraregion y por qué no
en el mundo.
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