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Como préambulo a esta exposición, mencionaremos dos de las 
más conocidas definiciones de Biotecnología, la de Bull et al 
(1982) y la definición oficial de la Oficina de Asesoramiento 
Tecnológico del Congreso de Estados Unidos, las cuales se 
presentan a continuación:

l. Biotecnología es la aplicación de los principios científicos
y de ingeniería al tratamiento de los materiales de los 
agentes biológicos para producir bienes y servicios.

2. Biotecnología 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 específicos.

La Biotecnologíaen sí es un proceso de principios y técnicas que 
se ha utilizado desde tiempos muy antiguos, empezando con el 
uso de levaduras en la fabricación de pan o las fermentaciones 
tradicionales. Actualmente, los avances tecnológicos nos per
miten clasificar a la Biotecnología en Tradicional y Moderna. 
Dentro de la Biotecnología Tradicional podemos mencionar las 
fermentaciones, la propagación rápida, el control biológico de 
plagas y enfermedades y la producción convencional de vacu
nas.

La Biotecnología Moderna comprende el uso de nuevas tecno
logías generadas por el conocimiento profundo de la genética 
molecular y la Biología Molecular, como son las técnicas 
relacionadas con el cultivo in vitro de órganos inmaduros, la 
manipulación de ADN recombinante y los marcadores genéticos 
moleculares. Debe señalarse que la mayoría de estos métodos 
han sido utilizados primeramente en el sector salud y, sólo hasta 
hace poco, han pasado a ser aplicados en plantas y animales.

Las técnicas de la biotecnología que nos interesan como herra
mientas paras complementar y hacer más rápidos los procesos 
de mejoramiento genético en plantas y animales son aquellas 
que nos permitan:

■ Crear variación genética.
• Explorar más efectivamente la variabilidad existente.
• Acelerar las diferentes etapas dentro del programa de 

mejoramiento.

Así, tenemos que las técnicas del cultivo in vitro, la manipula
ción de genes por medio de ingeniería genética y el uso de 
marcadores genéticos moleculares son poderosos auxiliares en 
el mejoramiento tradicional, que han permitido avances sustan
ciales, tanto para la obtención de nuevos individuos más produc
tivos, como para la comprensión de ciertos fenómenos ligados 
a la genética cuantitativa.

CULTIVO /n vitro DE ORGANOS Y TEJIDOS

En el área de cultivóte vitro de órganos y tejidos tanto vegetales 
como animales, las técnicas desarrolladas han permitido apoyar 
fuertemente a la biotecnología moderna, siendo su utilización 
necesaria, tanto en investigaciones básicas como en procesos 
industriales.

Actualmente es de todos conocido que las células aisladas 
pueden continuar funcionando y reproduciéndose in vitro si se 
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 adecuados. Este descubrimiento ha tenido gran 
repercusión en la investigación agrícola, pero aún hoy en día 
algunas familias de {dantas son muy difíciles de manejar in vitro 
(especies recalcitrantes).

La utilización de] cultivo de tejidos y/u órganos inmaduros 
dentro de la genotecnia tradicional es de gran ayuda para 
acelerar el progreso genético. Ciertas técnicas de cultivo de 
tejidos se han desarrollado con este objetivo; así tenemos:

1. El cultivo de embriones inmaduros, somáticos y cigóticos.

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

3. La producción de híbridos somáticos a partir de 
protoplastos.
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4. Selección in vitro y

5. La regeneración in vitro.

Un caso concreto de la utilización de estas técnicas en el 
mejoramiento de plantas, es el cultivo in vitro de embriones 
sigóticos inmaduros como técnica complementaria de los méto
dos tradicionales de selección. El cultivo de embriones inmaduros, 
evita la larga fase de maduración y de dormancia de las semillas, 
permitiendo una reducción notable en la duración del ciclo de 
selección (Alissa, 1986; Plotnikov, 1983: Azpúoz, 1987). Esta 
operación se realiza en cada ciclo de autofecundación y, aprove
chando las siembras denominadas de invierno o los invernade
ros. se pueden tener hasta 4 ciclos por año.

Así mismo, esta técnica puede ser utilizada para realizar 
retrocruzas aceleradas, con la finalidad de adicionar algúncarácter 
agronómico importante que haga más redituable el uso de la 
variedad.

Tenemos como ejemplos, las retrocruzas con materiales resis
tentes a enfermedades o para introducir el carácter de 
androesterilidad, (con fuentes CMS-S y CMS-C resistentes a 
Helminthosporium mayáis), este último puede favorecer al 
productor de semilla, ya que se reducirían los co stos de obtención 
de los híbridos.

Este carácter de androesterilidad CMS-S y DMS-C en maíz 
puede introducirse por retrocruzas aceleradas mediante el cul
tivo de embriones inmaduros en 390 días.

Por otra pane, es una técnica empleadaen el rescate de embriones 
interespecíficos (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 
permite el enriquecimiento del acervo genético, lográndose:

1. Resistencias a diferentes enfermedades.

2. Resistencia a plagas.

3. Genes con mejor adaptación a medios adversos.

S in embargo, debe tomarse en cuenta que entre distintas especies 
existen marcadas barreras de incompatibilidad, lo que representa 

una dificultad para el cruzamiento, la viabilidad y la fertilidad de 
sus híbridos (Al-Yasiri y Coyne, 1966). Sin embargo, como este 
problema se debe a la malogración del endospermo, como 
consecuencia de la tardanza de la div isión celular en la micros pora 
(Rabakoarihanla et al, 1979), el cultivo de los embriones 
inmaduros in vitro evita el aborto y permite el desarrollo normal 
del embrión interespecífico.

Muchas de las hibridaciones interespecíficas fracasan porque 
ciertas especies eliminan los cromosomas extraños después de la 
fertilización. Actualmente, seconocen varios genes que restringen 
o promueven el apareamiento y recombinación (en trigo, por 
ejemplo, tenemos el cromosoma 85).

T ambién los embriones inmaduros pueden ser cultivados in vitro 
para producir embriones somáticos vía callo (Green y Phillips, 
1975).

Para la producción de callo los embriones inmaduros serán 
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 propiciarán el desa
rrollo celular en forma masiva. Una vez desarrollado el callo se 
transplanla en el mismo medio sin hormonas para propiciar la 
diferenciación celular o producción de embriones somáticos.

Posteriormente, los embrioides y brotes darán origen a nuevas 
plántulas, las cuales serán transplantadas en otros medios para su 
desarrollo adecuado, siendo después transferidas en cubos de 
tierra estéril e incubadas en invernadero para que más tarde se 
transplanten en campo.

Esta técnica puede ser útil en la propagación masiva y rápida de 
algún genotipo en especial, como es el caso de alguna línea 
necesaria en la producción de híbridos; o bien, en el mejoramiento 
de poblaciones pensando en la variación somaclonal, si se 
demuestra que ésta es suficientemente grande y que las variantes 
deseables son reproducibles a través de las generaciones.

Asimismo, esta técnica permite detectar los genotipos aptos a la 
regeneración in vitro como lo están haciendo actualmente en un 
proyecto de colaboración, el Centro Internacional de Mejora
miento de Maíz y Trigo (CIMMYT) y el Instituto Nacional de 
Investigaciones Forestales y Agropecuarias de México (INIFAP), 
con sus líneas élite y variedades de polinización libre de Valles 
Altos (Bohorova et al. 1991); esta aplicación es impórtame 
porque el carácter de regeneración in vitro puede introducirse a 
otros genotipos por retrocruzas y esos materiales pueden ser 
susceptibles de transformación por ingeniería genética, ya que 
este procedimiento de transformación génica necesita como 
materia prima callos embriogénicos que puedan regenerar plan-
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tas completas de maíz.

Este tipo de transformación puede ser útil para la introducción de 
caracteres monogénicos que no se encueraren dentro de la 
especie o género, como podría ser el carácter de apomixis (o 
partenogénesi s) que vendría a revolucionar la industria semillera, 
ya que las semillas apomícticas darían origen a una planta 
idéntica al progenitor y, así, el productor de semillas ya no 
tendría necesidad de aislar sus lotes de producción.

Este carácter se encuentra en el género Tripsacum y actualmente 
existen grupos científicos que trabajan en la introducción de 
genes de Tripsacum al maíz (Harma y Bashaw, 1987; Savidan, 
1986). Este tema de transformación se analizará más adelante.

En el caso de animales la técnica del cultivo de embriones 
inmaduros y transplante de los mismos ha tenido gran éxito para 
1 a o btención de genotipos con características símil ares. Asimismo, 
se ha desarrollado la crioconserv ación de los embriones o 
gametofitos para ser utilizados posteriormente. Para el caso de 
transformación génica, los embriones inmaduros de animales se 
usan frecuentemente, lográndose un éxito hasta de 99%.

OBTENCION DE HAPLOIDES In vitro

Otra aplicación de las técnicas in vitro en mejoramiento vegetal 
es la haploidización. Los haploides in silu se presentan de una 
manera espontánea o son inducidos por la acción de diversos 
tratamientos. La frecuencia de este tipo de haploides varía según 
la especie y el genotipo; 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
rentemente, la técnicadelcultivo in vitro de gametofitos(anteras 
y ovarios) ha permitido la obtención de haploides en ciertas 
especies, con una frecuencia más elevada (Alissa et al. 1985; 
Mezzaroba et al, 1986: Gelebart, 1987). El interés de la 
obtención de haploides radica en los siguientes puntos:

1. La obtención de líneas homocigóticas por doblamiento 
espontáneo o artificial(Colchicina) del stock cromosómico 
de individuos haploides.

2. Esta vía presenta una ganancia en tiempo muy apreciable, 
si la comparamos con la vía tradicional, donde la 
homogeneidad fenotípica se obtiene después de 7 a 10 
generaciones de autofecundaciones sucesivas.

3. Bajo el plan de conocimiento del genorna, la vía haploide 
presenta igualmente numerosas ventajas (sobre todo si se 
admite que la realización de la fase haploide se opera sin 
selección).

• Permite un análisis fino de las interacciones alélicas 
pudiéndose apreciar directamente ciertos parámetros 
de la genética cuantitativa.

• Permite la obtención de una gama de segregación 
gamética y favorece su difusión de manera estable 
bajo la forma de líneas puras (Demarly, 1983).

• Esta técnica pone en evidencia ciertas recombtnaciones
recesivas, que pueden eliminarse o utilizarse a con
veniencia de la selección.

La obtención de plantas haploides puede ser realizada espontá
neamente o utilizando procedimientos inductivos, dentro de 
estos últimos se puede mencionar el aislamiento in vitro que 
puede realizarse en gametos masculinos (técnica llamada 
androgénesis) y en gametos femeninos (ginogénesis).

Se ha señalado por varios autores (Nakata y Tanaka, 1968: 
Nitsch - Nitsch, 1969; Clapham, 1971; Cuyang et ai, 1973) que 
los mejores resultados para la mayoría de las especies se han 
obtenido cuando las microsporas en el seno de la antera se 
encuentran en el estado pre-mitótico (microsporas nuclearias 
maduras) o postmitótico (microsporas binucleadas jóvenes).

OBTENCION, CULTIVO Y FUSION
DE PROTOPLASTOS

Los protoplastos son células cuya pared celular ha sido removida 
por métodos mecánicos y enzimáticos (cloroplastos, 
milocondrias, etc).

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

Esta tecnología ofrece la oportunidad de fusionar protoplastos 
derivados de especies que son sexualmente incompatibles en la 
naturaleza. Siembre debe recordarse que todo el proceso de 
fusión es enteramente físico y difícil 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 obtenido varios híbridos; sin embargo, el uso está limitado 
debido a que no siempre es posible regenerar plantas a partir de 
sus protoplastos. En arroz hay algunas líneas de las subespecies 
Indica y Japónica que pueden contribuir mediante este método al 
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mejoramiento de Indica. En maíz es también posible regenerar 
plantas a partir de protoplastos.

Otra aplicación de esta técnica es la fusión entre protoplastos de 
la misma especie, o entre especies sexualmente compatibles, a 
fin de introducir recombinaciones epigénicas y ciloplásmicas 
(aloplasmia y fusión citoplasmálica para introducir 
andróes terilidad).

SELECCION ln vitro

Por otra parte, la posibilidad de mejorar la resistencia de plantas 
frente a la acción de factores bióticos y abióticos del medio 
reviste una gran importancia para el fitomejorador. Al respecto, 
se ha propuesto por varios investigadores (Yasuda, 1982; Kurts, 
1982: Nabor, 1980) la selección in vitro para aislar plantas re
sistentes a enfermedades, salinidad, frío y al déficit hídrico.

La ventaja potencial de esta técnica radica tanto en la rapidez de 
selección como en la capacidad de efectuar el tratamiento sobre 
un gran número de individuos ubicados en un espacio relativa
mente pequeño.

La selección in vitro se hace por medio del aislamiento aséptico 
de células y órganos en un medio de cultivo que contiene 
substancias químicas o metabolitos, así como otras sales que 
inhiben el crecimiento. Entre esas substancias podemos men
cionar los pesticidas, toxinas o filtrados deorganismos patógenos, 
metales pesados, sales minerales o simplemente substancias que 
aumenten la presión osmótica del medio de cultivo.

Este tipo de selección de materiales con resistencia a factores 
bióticos o abióticos puede realizarse, tanto a nivel celular, como 
a nivel de órganos jóvenes (Yasuda, 1982; Azpíroz, 1988). La 
selección a nivel celular parte de un grupo de células llamado 
callo, el cual una vez demostrada su resistencia aciertos factores, 
se cambia del medio para permitir el desarrollo de embrioides 
somáticos que serán el origen de plantas con resistencia al factor 
limitante. En cambio la selección a nivel de embriones inmaduros 
permite una eliminación de los no resistentes y los resistentes se 
cambian a un medio propicio o directamente a tierra para su 
desarrollo.

les comprende una serie de técnicas que permiten la inserción de 
uno o más genes provenientes de otros organismos o que han sido 
sintetizados ene! laboratorio. Antes de insertar un nuevo gen en 
una planta es necesario identificar y aislar ese gen. para luego 
clonarse como promotor, el cual va a regular la expresión del 
gen, posteriormente se debe identificar el mejor sistema para 
introducirlo en la planta o animal a modificar. La aplicación de 
esta metodología equivale a la incorporación de una caracterís
tica monogénica por retrocruzamiento a un material genético 
dado, con la ventaja de que con la transformación la incorpora
ción de dicha característica es instantánea.

Los sistemas de transformación de nuevo material genético en 
plantas han resultado más difíciles que en animales, donde la 
microinyección directa en embriones unicelulares es la técnica 
más 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 púltima 
década, los nuevos conocimientos de la estructura y regulación 
de genes y el desarrollo de vectores ha abierto nuevas expecta
tivas y se ha logrado producir y estudiar plantas y animales 
transgénicos. Las plantas en que se ha logrado dicha transfor
mación con éxito son las dicotiledóneas, que se pueden reprodu
cir por cultivo de tejidos a partir de protoplastos y, además, 
responden bien al sistema de transferencia de genes que en la 
naturaleza lleva a cabo la bacteria Agrobacterium tumefaceos 
(Frommetal, 1985). En la actualidad, se logran transformaciones 
genéticas estables, en forma rutinaria, sobre varias especies 
vegetales, como tomate, papa, algodón, colza y, aún, en algunas 
especies forestales (Fischhoff et al, 1987) y en las especies 
animales como bovinos, ovinos y porcinos.

En pl antas, los sistemas de transformación se pueden dividir en:

a. Directos, que incluyen absorción directa de ADN por 
protoplastos, electroporación, micro inyecciones y el uso 
de microproyectiles (Klein et al, 1987y 1988; Frommetal, 
1985).

b. Indirectos, mediante el uso de vectores, tales como 4. 
tumefaciens, virus, bacterias, hongos y elementos genéticos 
móviles o transpones (Klee et al, 1987).

TRANSFORMACION GENICA METODOS DIRECTOS DE TRANSFORMACION

La introducción de genes en la misma especie, entre especies o 
géneros diferentes puede lograrse mediante cruzas tradicionales, 
o bien, usando sis temas de transformación de Ingeniería Genética. 
La manipulación de genes o transformación de plantas y anima-

Las dificultades que presenta el uso de 4. tumefaceos en algunas 
especies vegetales ha aumentado el interés por encontrar otros 
sistemas de transformación altemos a utilizar. Entre ellos 
tenemos:

iv



1. Uso de Protoplastos METODOS INDIRECTOS

Los protoplastos absorben ADN proveniente de cromosomas, 
pásmidos y fagos: Se ha demostrado la asociación de este ADN 
con el núcleo de los protoplastos en cuestión. La presencia de 
policationes como poly-L-lisina y poly-L-omitina incrementan 
La absorción, al igual que el uso de polietilenglycol (PEG). pero 
la frecuencia de transformación es baja (1 porcada 1 Oprotopastos). 
Estos tipos de procedimientos se han utilizado en cebada y en 
trigo diploide (Triticum monococcumm). Pero los protoplastos 
que formaron pequeños callos y que mostraron resistencia a] 
marcador empleado (Kanamicina) no fueron capaces de regene
rar plantas. En arroz también se ha intentado usar este proce
dimiento alcanzándose frecuencias de transformación más altas. 
El mayor problema en este método, además de las bajas fre
cuencias de transformación, lo constituye la regeneración 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 voltaje. Lo cual causa perforaciones pequeñas en la 
membrana celular; así se logra la difusión de moléculas de ADN 
al interior de la célula, la cual regenera su pared celular y 
continúa desarrollándose normalmente. Este procedimiento se 
usa mucho en la transformación de células animales y se ha 
usado con éxito en la transformación de protoplastos de maíz de 
la línea Al 88 que llegaron a regenerar plantas, y en arroz donde 
algunos genotipos presentan una eficiente regeneración de 
protoplastos a plantas (Rodes et al, 1988).

3. Uso de Microproyecttles

Esta metodología se realiza mediante un bombardeo con una 
pistola común y bajo vacío de pequeñas partículas de tungsteno 
(1.2 micro milímetros) que van cubiertas de moléculas de ADN. 
Este procedimiento requiere tejidos vegetales, callos 
embriogénicos inclusive, embriones cigóticos. En maíz se ha 
logrado transformar para la obtención de resistencia a herbicidas 
y también en cebada (Klein et al, 1987 y 1988).

4. MlcaotNYECClÓN

Esta técnica se ha probado en embriones cigóticos, inflorescencias 
en desarrollo de diversos cultivos inyectando ADN, conteniendo 
el gen para la resistencia a la kanamicina; sin embargo, la 
frecuencia de esta transformación es muy baja en plantas, pero 
en embriones unicelulares de animales la frecuencia de trans
formación ha sido todo un éxito.

El uso de vectores en transformación de plantas es La inclusión 
de genes que han sido debidamente caracterizados, en un vehí
culo o vector que, a su vez, es incorporado en las células 
vegetales. En plantas, el vector más 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 estableció que el plásmido PTI contenía a los genes 
quecontrolaban la inducción de las agallas en la planta. Asimismo, 
se demostró que en la región VIR se encontraban los genes 
responsables de la producción de la agalla y los genes responsables 
de la transferencia del TDNA a las células vegetales. Es 
precisamente, en esta zona donde se sustituyen los genes que 
producen los tumores, por los genes que van a transformar a la 
planta en estudio, incluyendo genes marcadores responsables de 
la resistencia a antibióticos que servirán para la selección de los 
materiales transformados.

Este sistema de transformación se puede resumir encinco etapas:

1. Identificación y aislamiento de los genes a introducir

2. Introducción de genes foráneos en cepas desarmadas de A. 
tumefaciens.

3. Infección con A. tumefaciens acélulas o tejido vegetal para
permitir la transferencia del gen o genes deseados.

4. Selección y regeneración de células y tejidos transforma
dos.

5. Análisis y verificación de la expresión de los genes en las 
plantas transformadas.

Las plantas transformadas tienen apariencia normal 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. tumefaciens.

Así, por ejemplo, Mural et al, 1986, introdujeron en el genoma 
de girasol el gene responsable de la producción de faseolinaque 
se aisló del género Phaseolus, usando como vector A. tumefaciens, 
pero este gene no se expresó. El material genético que se 
introduce en la planta debe tener todos los elementos reg uladores 
que aseguren la correcta expresión de los genes introducidos.



En 1989 ce probaron las primeras plantas transformadas de 
tomate con el gene respxmsable de la producción de una 
endoto xima (Bacilus turingiensis') que evita el ataque de insectos 
a esta especie.

También, usando los genes antisentido se logró la obtención de 
tomate transgénico con mayor vida de anaquel, ya que este gen 
impedía la producción de la poligalacturonasa en el fruto y éste 
se conserva verde por más tiempo.
Gouki J. demostró en 1991, que el maíz ptuede transformarse 
usando Agrobacterium tumefaciens y el plástnido PGUS3 con
teniendo los genes piara la resistencia a la Kananúcina (NPT Q) 
y la producción de B-glucoronidasa (Gus).

Otros vectores que se han desarrollado piara transformación son 
los virus de ADN de cadena doble y simple, así como de hongos. 
En la actualidad se está trabajando piara transformar el maíz, ptero 
desde un punto de vista práctico, para lo cual tanto CIMMYT 
como el Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados 
(CINVESTA V) en México, estudian la posibilidad de introducir 
los genes responsables de la producción de la endotoxima de 
Bacilus turingiensis, k» que haría resistente al maíz al ataque de 
insectos.

La utilización de estas técnicas de transformación podrían auxi
liar fuertemente a la producción de semillas cuando se necesite 
introducir rápidamente algún gene en particular, que mejore 
alguna variedad ya existente, o piara la introducción rápida de la 
apnximis, por ejemplo, una vez que se identifique el gen res
ponsable de esa característica y se aislé.

Otra aplicación práctica de la técnica de transformación es en la 
producción de biopiesticidas, la Agencia Americana de la Pro
tección del Ambiente (EPA) autorizó en junio de 1991 pxr 
primera vez a la Compañía M y cogen, de San Diego, California, 
dos bioinsecticidas genéticamente modificados.

Estos bioinsecticidas son virus modificados, así, pxr ejemplo, 
tenemos los trabajos de Tomalski, 1991 y Stewart, 1991, quienes 
utilizan la capacidad de los himenópteros piara producir 
neurotoxinas que paralizan a lepidópteros piara transformar los 
báculo virus introduciendo el gen respxmsable de la producción 
de esta toxina. Por lo tanto, las larvas infectadas pxir báculovirus 
modificado, permiten que el gene respxmsable de la toxina se 
integre al genoma del insecto y éste se paralice mientras el virus 
sigue su proceso destructivo convencional en el interior de la 
larva, evitándose así el ataque destructivo a los cultivos de 
interés comercial, ya que normalmente cuando el lepidóptero es 
atacado pxr el v irus no transformado el insecto sigue destruyendo 
el cultivo por una semana hasta que muere, presentándose 
pérdidas económicas muy fuertes para el productor.

MARCADORES GENETICOS MOLECULARES

Otras técnicas biotecnológicas, únpxrtantea en lo que se refiere 
al mejoramiento genético, es el uso de marcadores genéticos 
moleculares. En la actualidad, varios pníses han integrado a sus 
programas de mejoramiento genético el uso de marcadores 
genéticos moleculares como son: Elpxriifonnismodeisoenzünas 
el de la longitud de fragmentos de ADN determinados pxx sitios 
de restricción (RFLP) y ei del ADN amplificado al azar (RAPD). 
Estas técnicas pueden ser usadas piara identificar y localizar 
genes de caracteres cuantitativos, medir cambios de frecuencias 
génicas por efectos de selección natural o artificial; se pueden 
prededr grados de heterosis mediante la medición de divergencia 
genética. Además, aun nivel práctico, los marcadores genéticos 
moleculares están siendo usados en algunos países piera com- 
fúementar la caracterización fenotípica y fenológica en el registro 
de las nuevas variedades vegetales y animales.

Estos marcadores tienen las ventajas de presentar efectos 
neutros sobre la planta; en la mayoría de esos Toci" se presentan 
efectos codominantes como en el caso en isoenzimas y RFLPs 
y dominante en caso de los RAPD's (Figura IX se pueden tener 
marcadores a lo largo del genoma; el genotipo se pmede deter
minar en cualquier estado ictiológico de la pilante y en cualquier 
tejido; se pmede trabajar casi con cualquier población natural y 
estos genotipos no seenmascam por el ambiente, princqialmente.

ENZIMAS

Las enzimas son proteínas con una actividad catálica, cuyo 
estudio y análisis nos piermite conocer también la variabilidad 
genética en poblaciones de individuos que poseen polimorfismos 
piara estos compxmentes.

vi



FIG. 2 FRAGMENTOS GENERADOS POR 2 ENZIMAS DE RESTRICCION : 1) ECORi y 2) HIND III.
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Los genes que codifican las enzimas poseen dos propiedades que 
las hacen interesantes para los genotecnistas:

1991; Melchinger et al, 1991).

1 a. Una porción importante de esos genes son polimorfos, es POLIMORFISMO DEL ADN AMPLIFICADO AL AZAR
decir, que ellos existen bajo la forma de dos o más alelos.

2a. Los alelos de genes codificadores de las enzimas son 
generalmente codominan les.

Para estudiar las enzimas se utiliza la técnica de electroforesis 
que las discrimina por su peso molecular y su cargo superficial 

sobre gel de almidón, poliacrilamida o

Hace poco tiempo, en diciembre de 1990, se publicó información 
acerca de un segundo tipo de marcadores moleculares (Welsh y 
McClellan, 1990 y Williams et al, 1990). Estos marcadores se 
han denominado polimorfismo del ADN implicado al azar 
(RAPD’s) y se basa en la amplificación del ADN mediante la 
reacción cíclica múltiple para amplificar pequeñas secuencias de

agarosa. Estos dos parámetros están 
ligados a la constitución en aminoácidos 
y reflejan la div ersidad genética asociada 
de la misma forma que en el caso de las 
proteínas de reserva.

Las enzimas así separadas se revelan por 
medio de reacciones específicas de 
coloración, dando bandas que forman un 
diagrama electroforético.

POLIMORFISMO DE LA
LONGITUD DE FRAGMENTOS DE 
RESTRICCION

Un RFLPes simplemente una diferencia 
en el ácido desoxiribonucleico entre dos 
individuos. Esta diferencia se puede 
deber a muchas razones, pero más co-

Figura 3. Ciclo terminal

mún es, generalmen te, la insersión o eliminación de un pequeño 
segmento de ADN o un cambio en una o dos bases dentro de la 
secuencia del ADN. Para detectar un RFLP se aísla el ADN de 
un individuo y se digiere con una o más enzimas de restricción. 
Estas enzimas cortan la secuencia de ADN en sitios específicos. 
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 framentos generados por una enzima de 
restricción específica (Figura 2). A veces se pueden generar 
patrones más complicados que abarcan no sólo diferencias en los 
largos de los fragmentos, sino también en el número de bandas, 
esto dependerá de la nueva ubicación del sitio de restricción.

Estos marcadores, desde su descripción en 1975 por Grodzicken 
y colaboradores, se han usado con varios fines y en producción 
de semilla han permitido el establecimiento de similitudes y 
disimilitudes genéticas muy interesantes (Smith and Smith, 

ácido desoxiribonucleico usando una secuencia primaria de 
nucleótidos como iniciador. Esta secuencia primaria es conoci
da, por lo que las reacciones de amplificación se pueden repetir. 
Una reacción típica se realiza con un amortiguador simple, los 
cuatro dinucleótidos 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 amplificación donde se pasa por procesos de 
desnaturalización, anillamiento y replicación (Figura 3), los 
productos se separan en un gel de agarosa mediante cargas 
eléctricas donde directamente se tiñe y visualiza el ADN ampli
ficado (Figura 4). Esta técnica ha sido propuesta para la carac
terización de variedades de polinización libre recientemente 
(Fischer, 1991).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Otra de las técnicas que se están utilizando en el sector pecuario 
para detectar genotipos con características sobresalientes de 
resistencia a enfermedades o para diagnóstico de enfermedades, 
uno de los más recientes trabajos en esta última aplicación se ha
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FIG. 4 VISUALIZACION DEL ADN AMPLIFICADO DE VARIEDADES VEGETALES DE POLINIZACION 
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realizado en México, para ia detección temprana de Brucella 
abortas por medio de la reacción en cadena de la polimerasa.

Como es bien sabido, la bruce losis bovina infecta además a 
ovinos, caprinos y al hombre. En animales propician daños 
económicos muy fuertes, ya que provoca abortos, mortandad de 
crías y problemas reproductivos. El diagnóstico de labrucelosis 
animal se realiza con pruebas serológicas cuya utilidad es 
limitada debido a su falla de especificidad y sensibilidad. La 
prueba serológica más utilizada (aglutinación) no detecta in
fecciones latentes o tempranas, ni permite 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 
Brucella, así como la o las especies presentes que causen la 
infección (Martínez et al, 1993 y López et al, 1993).

PROPIEDAD INTELECTUAL, TRANSFERENCIA 
BIOTECNOLOGICA Y BIOSEGURIDAD

Todas estas metodologías que son poderosas herramientas en 
varios campos del sector agropecuario como son: Mejoramiento 
genético, en ei diagnóstico de enfermedades de especies vege
tales, forestales y animales, en la producción de Bioinsecticida 
y otros campos más. han propiciado un debate sobre el desarrollo 
de la biotecnología agropecuaria en América Latina y el Caribe, 
sobre todo porque las grandes compañías transnacionales han 
analizado las grandes posibilidades de la agricultura transformada 
por la biotecnología y. actualmente, todas esas compartís reali
zan grandes inversiones en investigación biotecnológica como 
Monsanto, que invierte hasta mil millones de dólares por año, lo 
mismo que Dupont, INI, Pfizer y Ciba Geigy.

Las relaciones Industria-Universidad, Industria-Gobierno, que 
se han establecido en los países desarrollados, han permitido que 
la empresa transnacional tenga un control en la generación, flujo 
de información y conocimiento científico; esto implica la pro
tección de dicho conocimiento, por lo que se promueve a nivel 
mundial el patenlamiento de productos, procesos y organismos 
vivos obtenidos mediante la biotecnología (Soiieiro, 1991).

Especialistas en la materia consideran que el desarrollo de la 
biotecnología en América Latina y el Caribe, deberá realizarse 
en un contexto de relaciones armónicas entre países desarrolla
dos y en desarrollo, ya que se involucran aspectos de interés 
común muy importantes como:

• El manejo y conservación de germoplasma
• La transferencia de tecnología moderna.
• El medio ambiente
■ La seguridad alimentaria

• La propiedad intelectual

Sobre el germoplasma se ha recomendado que éste sea conside
rado patrimonio de nuestros países; y que se considere el estable
cimiento de políticas económicas que permitan la conservación 
y explotación racional del germoplasma de América Latina y el 
Caribe, donde los países desarrollados que estén interesados 
contribuyan activamente a la imple mentación y ejecución de esa 
acción.

En lo que se refiere a la transferencia de las nuev as biotecnologías 
se recomienda a los países en desarrollo la unión de esfuerzos y 
la cooperación internacional paraqueesta transferencia se pueda 
lograr.

Como vimos, en esta exposición existen variadas metodologías 
en Biotecnología que pueden ser aplicadas a varios procesos del 
sector agropecuario para hacerlo más eficiente. Por lo que es 
importante un programa de transferencia de biotecnología hacia 
los usuarios, llámense mejoradores o productores, para que estas 
herramientas biotecnológicas puedan ser aplicadas correctamente 
a problemas concretos.

Dicha transferencia se puede lograr mediante entrenamientos 
cortos que permitan a los usuarios interaccionar con los labo
ratorios de transferencia de biotecnología y también con los 
grandes centros de investigación básica en el área de la biología 
molecular, lo que permitirá resolver problemas de interés 
agronómico a nivel local y regional.

Actualmente, a nivel mundial existe en varios centros de in
vestigación y otros más de transferencia el firme propósito de 
simplificar las técnicas de cultivo de tejidos, transformación 
genética y marcadores genéticos, para que éstas puedan ser 
utilizadas en mejoramiento genético, tanto de animales como 
vegetales, lo cual dará como fruto, en breve:

• Un mayor uso de estas técnicas en mejoramiento genético.

* Obtención de genotipos con la componente biotecnológica.

Dentro del nuevo contexto de desarrollo tecnológico y comer
cial y de la liberación de las economías e interacción de los 
mercados internacionales cobra gran importancia la protección 
de las invenciones biotecnológicas.

A nivel internacional, se ha propuesto el Sistema de Patentes, 
este derecho confiere al titular de la patente una posición 
monopólica "temporal" que tiene intrínsecamente un elevado 
valor económico.
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La posibilidad de contar con esta protección monopólica tempo
ral en el campo de la biotecnología es reciente. La Legislación 
en ia materia, en la mayoría de los países había considerado hasta 
hace poco que los cambios en material biológico se producen 
libremente sin intervención del hombre, por lo que no se podría 
hablar de invensiones.

Sin embargo, las aplicaciones a nivel industrial de las investiga
ciones de ia ingeniería genética y biología molecular, han provo
cado la revisión del sistema de patentes en muchos países 
desarrollados; donde se acepta actualmente el patentamiento de 
nuevos seres vivos o, de los procesos para su obtención. (Correa 
1992).

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

Posteriormente en 1985 en el caso Hibberd se admitió la 
palentabilidad de plantas (cultivo de tejidos de maíz), así como 
ia de animales en 1988 (con el ratón de "Harvard").

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

No obstante la gran contro versi acón referencia a la palentabilidad 
de productos y procesos biotecnoiógicos, se han argumentado en 
varios foros los pros y los contras de este tipo de monopolio 
temporal, los países 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). Así se ha propiciado la realización 
de diferentes seminarios y reuniones científicas para el análisis 
de esos riesgos y de la conveniencia de enrolarse en el cambio, 
propiciado por ia corriente liberal que recorre Latinoamérica. 
Este tipo de foros recomiendan que la participación de los 
diferentes países sea activa, reglamentando en favor de nuestro 
desarrollo y protección.

Así, por ejemplo, se ha recomendado en la medida de lo posible:

1. Buscar que sólo se otorgue protección a procesos.

2. Excluir la posibilidad de patentar variedades vegetales o 
animales. Se recomienda buscar alternativas como adoptar 
el sistema de la Unión para la Protección de las Obtenciones 
Vegetales (POV) y, en el caso de animales, a nivel inter
nacional hay múltiples 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 será 
indispensable exigir la descripción completa y depósito de 
la cepa (Tratado de Budapest, abril 1977).

4. Será necesario organizarse a nivel latinoamericano apo
yándose en la Organización Mundial de la Propiedad 
Intelectual (OMPI) y en el Programa Regional de 
Biotecnología (PNUD/ONUDI/UNESCO) para estable
cer una red de comunicación eficiente, "a nivel Latino
americano ", que de a conocer la información contenida en 
la patente.

5. Será requisito indispensable la obligación de explotar 
industrialmente la patente. Esto permitirá promover el uso 
de nuevas tecnologías mediante el aprovechamiento con
creto de la invención, por lo tanto, no bloqueará el progreso 
tecnológico.

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

7. La vigencia de los títulos en los países de América Latina 
puede ser más corta que en ios países industrializados, lo 
que proporcionaría un acceso más libre y rápido al cono
cimiento.

8. Finalmente, se recomienda a ios países latinoamericanos y 
del Caribe elaborar en forma conjunta un programa de 
desarrollo en biotecnología, que les permita abordar con 
mayor seguridad los problemas inherentes al cambio pro
piciado por la revolución tecnológica actual.

Dicho programa deberá contemplar ios diferentes sectores de la 
biotecnología, con el propósito de propiciar el desarrollo o apoyo 
a ios Centros de Investigación Básica, Laboratorios de Trans
ferencia de Biotecnología, Comités ad hoc relacionados con la 
implementaciónde reglamentos relacionados con la Legislación 
de Patentes y la Bioseguridad. Este último tema es de gran 
importancia para nuestros países, ya que es importante estable
cer reglamentos que impidan que América Latina llegue a 
convertirse en territorio de prueba, sobre todo tomando en cuenta 
el peligro que correría el germoplasma vegetal y animal con
centrado en esta zona privilegiada por la naturaleza.
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Al respecto, algunos países desarrollados como Australia y 
Estados Unidos de América, tienen reglamentaciones precisas 
con referencia a la evaluación en el campo de organismos 
genéticamente modificados (National Research Council 1989),

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

l. Las plantas modificadas por métodos clásicos de mejora
miento, se juzgan seguras para la evaluación en campo, 
sobre la base de las experiencias con cientos de miles de 
genotipos evaluados en el campo por varias décadas en ese 
país.

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

2. Los granos de plantas modific adas por métodos moleculares
y celulares no deben poseer riesgos diferentes de aquellos 
modificados por métodos genéticos clásicos para caracte
rísticas similares. Conforme los métodos moleculares sean 
más específicos, los usuarios de estos métodos estarán más 
seguros de las características que introducen a la planta.

Las características que no sean familiares en una planta 
específica requerirán una evaluación cuidadosa en pruebas 
a pequeña escala, donde las plantas que exhiban fenotipos 
indeseables serán destruidas.

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

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

5. Dependiendo de las especies cultivadas las opciones pro
badas de confinamiento incluyen los sistemas biológicos, 
químicos, físicos de espacio y aislamiento temporal, así 
como el tamaño de la parcela experimental.

6. Las plantas cultivadas dentro de un confinamiento para 
propósitos experimentales raramente causan problemas en

el ecosistema natural.

7. Las opciones de confinamiento establecidas son tan aplica
bles a las introducciones en campo de plantas modificadas 
por métodos moleculares y celulares, como para las in
troducciones de plantas modificadas por métodos genéticos 
clásicos.

Quizás, si finalmente uniéramos esfuerzos los países de América 
Latina y el Caribe (sueño de muchos de nuestros héroes nacio
nales), podríamos contribuir a la conservación y desarrollo 
armónico del sector agropecuario en nuestraregión y por qué no 
en el mundo.
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