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Maglco. y Excmo, Sr. Rector.

Excmas. e [lmas. Autoridades Universitarias, Civiles y Militares.
Queridos compaficros.

Scitoras v Scfiores.

Siguiendo el mandato de Junta de Gobiemo de la Universidad, me toca este aio
el honor de impartir la primera leceion del nuevocurso 199293, cuyo acto protocolario
de inauguracian celebramos hoy. Otros compafieros que en el pasado me precedieron
en similar empedio, s han referido yaa la induduble dificultad de una tarea que si bien
debe tencr, en su contenido, cl nivel y rigor que le corresponden a la ensefanzi
universitaria, hade dirigirse y, cn lo posible, interesar auna ampliaaudiencia allamente
heterogénea. Durante la preparacin de la leccidn gue hoy voy @ impartirles me he
eslorzado porbuscarel mejorcompromiso posibleentre las dos condiciones anteriores.
Como docenle, me siento abligado a pedirles a Vdes. un esfuerzo equivalente en aras
1 conscguir que su alencidn y, en consecuencia, aprovechamiento sean los méximos
posibles. Dentro demi especialidad, la Bioguimica y Biologia Molecular con una fuerte
polarizacién hacia los sistemas vegetales, la leecion que he escogido para la presente
ocasion trata sobre la Bioleenologia Agricola. Justilico la seleccion por las connota-
cionesde actualidad einterés general que posee dicho tema, que lo hacen ser de utilidad
a dilerentes grados o niveles de comprension,

L. INTRODUCCION

La Agriculra deberd enfrentarse en los préximos afios al doble reto de tener
que incrementar su productividad pero disminuyendo el uso masivo de determinados
instrumentos que, pese a haber resultado muy ceficaces en ¢l pasado para aumentar el
rendimiento de las cosechas (caso, por ejemplo, de los productos agroquimicos), estin
comportando ricsgos insoportables para la salud y deterioros muy serios para el medio
ambiente. S1 la necesidad de este Gltimo requisito resulta evidente, sobre todo en cl
mundo occidental, donde los problemas sanitarios y medioambicntales reciben cada
vez mayor atencion, no debe serlo menos la del incremento de productividad, maxime
si tenemos en cuenta cual sk sitacidn alimenticia actual en los paises del tercer
mundo y que, en tales paises, estd previsto que se concentre ¢l 95% del incremento de
3,000 millones que, de acuerdo conestimaciones de la Naciones Unidas, experimentara
la poblacion mundialen los proximos 35 afos (Keylitz 1989). En correspondenciacon
los retos anteriores, 10s objetivos que debe plantearse la Agricultura en nucstros dias
son los de lograr el nivel suficiente de produccion con un deterioro ambiental minimo
o,encualquiercaso, muy inferior al actual, La Agriculturacncaminada a satisfacer este
doble objetivo se denoming, a veces, como "Agricullura sostenible™ o "viable”. Este
conceptoemergentedeagriculluraseinseribe enlanaciente doctrinadela "sostenibilidad”
o “viabilidad" del desarrollo, que viene a establecer que ¢l mismo, aplicado a cualquicr
drea deactividad socioecondmica, debe atender a las necesidades del presente pero sin



compromeler la capacidad de las generaciones futuras para satisfacer sus propias
necesidades (Clark 1989, Ruckelshaus 1989), Laimpresion general es quelos objetivos
anteriormente indicados, esto es los de la denominada Agricullura sostenible, no
podrin alcanzarse utilizando exclusivamente fa acwal teenologla agricola. Enure las
innovaciones necesarias, todo el mundo parcee apuntar a la Bioteenologia como la
nueva tecnologia capaz de solucionar los problemas que se nos avecinan, una idea que
estd siendo ampliamente coreada desde los propios circulos biotecnoldgicos. En este
sentido puede, af menos, interpretarse la popularizacion que, desde esos circulos, se ha
hecho de la denominacion "Revolucion Génica" (Gene Revoltion), utilizindose, con
proyeceionde futuro, encontraposicion alade "Revolucion Verde' (Green Revelution),
que, comoes bien sabido, corresponde al nombre que recibicron enlos aitos 60 una serie
de acciones concretas, encaminadas a incrementar la productividad agricola de los
palses en vias de desarrollo, que se vieron inicialmente acompanadas de un éxito
espectacular, Tgualmente, resulta significativa la denominacion dada a uno de los mds
prestigiosos congresos bioteenoldgicos celebrados recientemente, nos relerimos al
1992 Miami BiolTechnology Winier Symposiun, quellevabaelsugerente sobrenombre
deddvancesin Gene Technology: Feeding the Worldinthe 21 5t Century. Ante laanterior
situacion, parcee dgico preguntarse si eslas expeetalivas, sobre las que se han llegado
& acunar nombres Lan extraiios como ¢l de "Agricultura molecular”, responden a la
realidad, 0 son, mds bicn, nuevos intentos de los bidlogos (bioweendlogos) vegetales y
agronomos en sy quimérica aunque may justa pretension de no seguir siendo discrimi-
nados en el reparto de fondos de investigacion. En la presente lececion pretenderemos
dar clementos de juicio gue arrojen alguna luz sobre Ly cuestion anterior, En conereto,
excusdndonos en la relativa ambigiiedad del érmino biotecnologia (Kennedy 1991),
partiremos de unadelinicidn subjetivade Bioteenologia Agricola, como compendio de
técnicas basadas en la utilizacidn no convencional de las propiedudes de los seres
vivs, y especialinente de los trensformados por ingenieria genética, cuyo fin es la
mejora de la produccidn vegefal, pasindose a describir los fundamentos metodoldgi-
cos y principales campos de actuacion de esta nueva teenologia, al objeto de poder
calibrar su posible papel [uturo.

L ASPECTOS METODOLOGICOS DE LA BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

La Bioteenologia Agricola se apoya en dos componentes téenicos [undamen-
tales, el cultivo de eélulas v tejidos vegetales y la ingenicrfa genéica de planias. El
cultivo de células v tejidos vegetales, o conjunto de (éenicas de cultivo en condiciones
asépticas de 1odo tipo de células, tejidos y drganos de plantas, estid introducido desde,
al menos, la década de 1930, habiendo experimentado una continuada expansidn y
mejora que llega hasta nuestros dias. La ingenicria genética, o compendio de téenicas
de biologia molecular encaminadas al aislamicnlo, modificacién y transferencia de
genes, es de desarrallo mucho mds reciente. Surge hacia mitad de la década de 1970,
coincidiendo con el descubrimicnto y aplicacion de unas enzimas capaces de cortar al
DNA de forma eapeciliva, las denoiinadas iestiicuasis, Babicdo Conocido desde sus




inicios un dramitico erecimiento exponencial, pricticamente sin parangon posible con
ninguna otra disciplina bioldgica.

2.1. CULTIVO DE CELULAS Y TEJIDOS VEGETALES

Esta técnica desempefa un papel clave en biotecnologia agricola por un doble
motivo (Schmauder & Doebel 190, Primrose 1991). En primer lugar, de forma directa,
porque presenta dos dreas coneretas de aplicacidn, la propagacidn y la mejora vegetal
invitro, cuyos produetos son de gran interds agrondmico, v, en segundo lugar, de forma
complementaria, porque ¢l cultivo de tejidos suele ser ¢l nexo obligado entre la
transformacion generada, anivel celular, poringenicria genética y ¢l aprovechamiento
agricala del cardcter transferido mediante la regencracion de plantas adultas y [értiles.
Las anteriores no agotan, sin embargo, las aplicaciones bioteenoldgicas del cultivo de
tejidos vegetales, Conviene dejar constancia, al menos, de una aplicacion adicional,
menos relacionada con la actividad agricola, cual es la produceidn in vitro, a escala
industrial, de metabolitos vegetales de interés (Whitaker & Hashimolo 1986, Stafford
1991b). En este sentido el ¢jemplo mds signilicativa lo tenemos en la produccidn de
shikonina, una sustancia valiosacoma colorante y por sus propiedades farmacoldgicas
que se acumula en las raices de Lithospermum erythrorhizon, segin un proceso que
utilizacultivos de células radiculares de dicha planta y que ha sido desarrollado a escala
industrial por la lirma japonesa Mitsui Petrachemical Industries (Fowler 1984, Fujita
1988). También merece destacarse la produceion comercial de vanilling (Langley-
Danysz 1987), principal componente favorfgeno de [a vainilla, llevada a cabo por la
firma cstadounidense Escargenetics mediante éenicas de cultivo de tejidos; y la
ulilizacion de estas mismas 1éenicas, mbién por dicha firma y otra de la misma
nacionalidad, Phyton Catalytic, en ¢l desarrollo de sendos procedimicntos para la
obtencion de taxol, un producto presente en la corleza y raices de la especie lefiosa
Taxus brevifolia y del que, dadas sus muy prometedoras propiedades antitumorales,
existe una demanda muy superior a la cantidad disponible mediante extraceion de sus
{uentes naturales (Edginton 1991).

La relacion mas directa del cultivo de tejidos con labioteenologia agricola estd,
segan hemos indicado, en las (enicas de propagacion y mejora vegetal in vitro, por lo
que seguidamente haremos una breve descripeion de las mismas. La propagacion in
vitro de plantas, ambién conocida como prapagacion clonal, es una bioteenologia de
creciente interés comercial, Se basaen Ly gran capacidad regenerativa de los vegetales,
hecho que ha sido ampliamente explowado, en conocidos métodos de reproduccion
asexual, en la prdctica horticola tradicional. Jn vitre, Ja regencracién se llevaa cabo a
partir del cultivo, en medios sintéticos y condiciones esicriles, de diferentes porciones
vegetales o explantes (Warren 1991by). La téenica més habiwal, con (ines de propaga-
cion, parte del pequedio monticulo apical de eélulas en crecimiento activo (meristemos
apicales), de las puntas tiernas de los tallos en crecimicnto o de fas yemas apicales o
axilares, denomindndose, por el pequefio tamaiio de los explantes, como écnica de



micropropagacion (Hu & Wang 1983, Vasil 1986, Zimmerman ef al. 1986, Smith &
Drew 1990). La micropropagacion u partir de meristemos es un método esencial para
la oblencion de plantas libres de virus (Quak 1977), lo que ha supuesto un avance
extrordinario en determinados cultivos (caso, por ejemplo, deajo, fresa, patata o caia
de azicar), al huberse conseguido por esta via climinar la contaminacion virica que
habitalmente infectaba al material reproductor. A su vez, lamicropropagacion a partir
de puntas de tallos y yemas, que son explantes mds [iciles de manejar por su mayor
tamaiio y superiores tasas de supervivencia y crecimiento, tiene granimportancia en la
multiplicacién clonal de plantas de élite (Giles & Morgan 1987), aunque se espera que
la automatizacion de la téenica podrd abaratarla lo suficiente para que, en el futuro,
llegue a convertinse en un mélodo general de propagacién de tdo tipo de plantas.

Oira tenica importante de propagacion s la embriogénesis somlica, o
desarrollo de estructuras similares a cmbriones pero derivadas de células somiticas en
vez de sexuales. Estos embriones somiticos se producen o partir de callos, que son
masas de células indiferencindas que se obticnen por cultivo de diferentes explantes
vegetales en medios con un apropiado balance de hormonas, o de suspensiones
celulares producidas a partir de callos. Los embriones sométicos pueden fabricarse a
escala industrial, apantirde célulasculivadas en reactoresapropiados, y recubrirse con
polimeros biodegradables, segdn un proceso patentado par la firma norteamericana
Plant Genetics, para la produceion de semilias artificiales (Fujii et al. 1987). Aligual
que las narales, las semillasartificiales pueden ser sembradas directamente en suclo
para la produccidn de plantas.

Los callos y cultivos relacionados, come los de células en suspensién y los de
protoplastos (Warren 19914), que no son més que células a las que se ha desprovisto
de su pared por digestion enzimdtica, presentan un gran interés complementario al ser
un material de trabajo muy idéneo en diferentes éenicas de manipulacion de la
informaciGn genética, incluida laingenieria genética. Enconsecuencia, la regencracion
de plantas a partir de tales materiales reviste, en eslos casos, una importancia capital.
Tal regencrabilidad, que puede producirse bien por neoformacian de tallitos o rices,
1o que se conoee como organogénesis, o por embriogénesis (Warren 1991b), es muy
variable no s6lo entre especies vegetales, sino lumbicn entre lineas o cultivares de una
misma especie ¢, incluso, entre cultivos similares obienidos de diferentes y hasta del
mismo tegida de una planta dada, Ejemplos extremos al respeeto o constituyen, dentro
de las dicotileddneas, el tabaco, para el gue resulta posible la regeneracion a partir de
cualgquiertipo deexplante, incluidos callosque hayan sida subcultivados durante varios
aios, y la soja o ¢l algoddn, dos especies de considerable interés agricola, que se
muestran altamente recalcitrantes respecto a la regeneracion de plantas a partir de
callos. Por lo que respecta a las monocotileddneas, los cereales, como trigo, arroz y
maiz, que, conjuntamenie, suponen mds de la mitad del consumomundial de alimentos,
se han caracterizado histéricamente por presentar considerables dificultades para
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producido enormes avances en este campo, al haberse podido obtener cullivos
embriogénicos, esto es capaces de gencrar embriones sométicos, a partir de explantes
dedrganosinmaduros, principalmente embriones inmaduros (Vasil 1988). Esta técnica
no s60lo ha conducido a la regencracion in vitro de los principales cereales, sino que ha
padido ser ambién adaptada con éxito a dicotiledoneas que presentaban dificultades
en este sentido, como, segdn hemos ya indicado, es ¢l caso de soja (Ranch et al, 1985)
y algoddn (Umbreck e al. 1987).

Ademis de por lapropagacion, ciertas téenicas de cultivo de (ejidos poseen gran
interés como vius de obtencidn de nuevos genolipos o por constituir valiosos apoyos
para los métodos clisicos de mejora basados en la hibridacion sexual. La generacion
de nuevos genolipos puede hacerse a partir de la variabilidad natural que surge en ¢l
cultivo de células, lo que se conoce como variacion somaclonal, o seleccionando los
variantes de interés, producidos con o sin la ayuda de un (ratamiento mutagénico, por
aplicacitn deunagenieselectivoapropiado, lécnicaconocidacomo de seleccion in vitra,
o, finalmente, mediante la unién de células somiticas de especies diferentes por fusion
de protoplastos. A su vez, las téenicas de cultivo de embriones y de cultivo de anteras
resultan valiosas principalmente porsu cardctercomplementario de las tradicionales de
mejora vegetal.

Es conoeido que durante el cullivo in vitre surge espontineamente una alta
variabilidad fenotipica, enespecial cuandose trata decultivos de célulasindiferenciadas,
como callos @ células en suspension, mantenidos durante largos periodos de tiempo.
Esta variabilidad inducida por el cultivo celular, la cual se conoce comao variacion
somaclonal (Scowceroft & Larkin 1988, Lee & Phillips 1988, Stafford 1991a), puede
recuperarse, aunque sélo sea parcialmente, en plantas regencradas a partir de cultivos
invitre, siendo posible asf la gencracion, a partir de una linca vegeltal, de variantes con
diferentes caracteres, algunos de los cuales pueden resultar de interés agrondmico
(Larkin & ScowcrolL 1981, Vasil 1986, Scoweroft & Larkin 1988, Miller et al, 1991).
El proceso de obtencidn de caructeres deseables, generados por variacion somaclonal
yio Iratamientos mutagénicos, se facilit grandemente mediante la aplicacion a cultivos
in vitre de una apropiada presion selectiva, Mediante esta (éenica de seleccion de
mutantes iz vitro s¢ han podido obtener plantas con propiedades interesantes bajo un
punto de vista agricola, tales como resistencia a herbicidas, toxinas o metales, o
capacidad parasobreproducir delerminados aminodcidosesenciales (Conner & Meredith
1989). La fusién de protoplastos (Warren 19914), lo que puede conseguirse con varias
metodologias, por ejemploen presencia de iones calcioa valores de pH superioresa 9.5,
de polictilén glicol o de dimetil sulféxido, o por accion de breves pulsos eléctricos
(Eckes et al. 1987, Conner & Meredith 1989), constituye un método interesante para
la produccionde plantas hibridzs, y por lo tanto de nuevos genotipos, en aquellos casos
en que no scea posible su obtencidn por via sexual (Cocking 1988, Jones 1988, Rose er
al. 1990, Glimelius et al. 1991). Elmélodo ha ganado en potencialidad recientemente
con los grandes progresos, ya comentados, realizados, a nivel de la regeneracion de



plantasa partirde protoplastos, en especics de gran interés agricola. Sila regenerabilidad
es una condicion imprescindible para que los protoplastos hibridos puedan legar a
teneruna utilidad agronémica, otrade parecida importanciaes que la planta regencrada
resulte [&rtil, esto es que sea capaz de producir semillas. EI fallo en alguna de las dos
condiciones anteriores constituye la gran limitacién de la (écnica como via de
hidridacion relativamente general que permitacleruzamientodeespeciesampliamente
divergentes. Asi, la regeneracidn de protoplastos hibridos intergenéricos s6lo se ha
deserilo raramente, obteniéndose, porlo general, en estos casos plantasinfértiles, como
sucediera en el célebre cjemplo del pomate, un hibrido somdtico de patata y tomate
(Melchers et al. 1978), Aplicaciones de la fusion de protoplastos son tanto la produc-
cidn de hibridos siméricos, que presentan una combinacién de los genomas completos
de ambos parentales, como la de hibridos parciales o asimétricos, que contienen
completo el genoma de un parental pero s6lo parte del genoma del otro, y lade hibridos
citoplasmices o cibridos, que contiencn la mezela de los citoplasmas de ambos
parentales pero s6lo el nicleo de uno de ellos (Jones 1988, Conner & Meredith 1989).
Pese al alto niimero de hibridos simétricos descritos en la litleratura, pocos parecen ser
actualmente de interés. Entre éstos se podriacitara Brassica naponigra, producida por
fusion de protoplastos de B. napus (colza) y B. nigra, que resulta resistente al hongo
fitopatdgeno Phoma lingam (Sjddin & Glimelius 1489), o al hibrido somético entre
patata (Solanm tuberosiun) y §. brevidens, que presentaresistencia a heladas y ciertas
enfermedades viricas (Gibson et al. 1988). Mas prometedores parecen ser los hibridos
asimétricos y los cibridos. En especial la obtencién de estos iltimos representa una via
muy interesante para la transmision de caracteres extracromosomicos, tales como la
esterilidad masculina citoplismica, que es un rasgo de gran importancia en mejora
vegetl (Izhar & Zelcher 1986), o la resistencia a determinados herbicidas, caso por
ejemplo de los [olosiniéticos, o a ciertas toxinas [angicas (Conner & Meredith 1989,
Glimelius er al. 1991),

Finalmente comentaremos las éenicas de cultivo de embriones y cultivo de
anteras cuyo principal inlerés, segin se ha indicado precedentemente, reside en su
cardeler auxiliar en métodos cldsicos de mejora vegetal basados en la hibridacidn
sexual. Eleultivode embriones, que consiste en la separacion del embridn del resto de
lasemillay sucrecimiento posterior in vitro hasta el estado de plintula, permite superar
la incompatibilidad sexual en muchos cruzamientos interespecificos ¢, incluso,
intergencricos, cuandotalincompatibilidad, como [recuentemente ocurre, sedebe, més
que a la no formacion del embridn, a su falia de nutricion por degradacion del
endospermo de la semilla (Smith & Drew 1990). El cultivo de anterais o sacos polinicos
y, en gencral, el de células gaméticas, permite la obtencidn de plantas haploides y, tras
duplicacién cromosdmica, de diploides homocigoticos, lo gue, ademds de su eventual
interés como nuevas variedades (Morrison &Evans 1988}, supone unahorro de tiempo
muy considerable en los rabajos de mejora vegetal. Pese al indudable potencial de esta
éenica, su éxito comercial ha sido, adn, sélo limitado (Smith & Drew 1990, Vasil
1990).




2.2 INGENIERIA GENETICA DE PLANTAS

Este scgundocomponentetéenico presenta unaenorme y creciente importancia,
hasta ¢l punto de que cada vez ingenicria genélica y bioteenologia tienden a hacerse
(érminos mds sindnimos. Esta sitvacion no debe sorprendernos ya que si la ingenierfa
gendlica sc ha impuesto, pricticamente desde su aparicion hacia 1974, como una
técnica indispensable en todos los sectores de la investigacidn biolégica (Davies 1987),
resulta 16gico que también lo haya heeho en el dren concreta de la aplicacion préctica
de la biologia. En esta parcela, y especificamente en la de la bioteenologia agricola, ¢l
interés de la ingenieria genélica reside en su gran capacidad para intervenir en el
genoma celular, 1o que abre unas perspectivas inusitadamente amplias a la mejora
vegetal. Medianie ingenicria genética resulta posible la transferencia de genes de unos
individuos a otros con la consiguicnte obtencién de nuevos genotipos. En principio, se
podria pensar que Ll cosa no constituye nada extraordinario, al existir otros métodos
para conseguir lo mismo, como son los de hidribacidn sexual y somdtica. Esta
apreciacion resulta, incluso, reforzada si tenemos en cuenta que los enormes frutos,
obtenidos en los dltimos 30 afos por los mejoradores clisicos mediante aplicacion de
la hibridacién sexual, serin muy diliciles de igualar por ninguna otra ecnologia. Al
respecto, debe considerarse que desde la segunda guerra mundial la produccion de las
principales cosechas agricolas se ha, en promedio, mas que duplicado en los paises
desarrollados, debiéndose asignar, al menos, un 50% de este especacular incremento
a la mejora de las especies cultivadas (Rives 1984, Vasil 1990). Sin embargo, la
ingenieria genélica presenta una ventaja tnica ¢ incuestionable respecto a cualquier
otro métado de trasferencia génica, cual es posibilitar dicha transferencia no sélo
traspasando las [ronteras de la compatibilidad sexual sino, pricticamente, cualquicr
tipode barrera biologica. Este hecho determina que el banco de genes disponible para
la mejora de una especic no se circunscriba ya, solamente, a las diferentes lineas,
variuntes o razs de esa especic o, coma ocurre frecueniemente con los vegetales, de
especies ¢, incluso, géneros relacionados, sino que abarque a la towalidad de especics
existentes. No obstante, la ingenieria genélica presenta, al menos con el nivel de
conocimientos actuales, una doble limitacian que no afecta a las enicas mis
restringidas de hibridacion sexual y somdtica. Nos referimos a que sélo resulia
aplicable a genes que hayan podido ser definidos a nivel bioguimico, ¢sto es cuyos
productos (mRNA o prateina) sean conocidos, y i que la teenologia disponible s6lo
permite, en cada acto, la transferencia de un nimero muy pequedo de genes. Ambas
limitaciones resultan especialmente significativas en biotecnologia agricola, ya que
muchos genes vegelales s6lo estdn definidos a nivel fenotipico, desconeciéndose
totalmente qué productos codilican, y, ademds, porque buena parte de las caracteristi-
cas mis deseables bajo un punto de visia agrondmico son rasgos cuantitativos, tales
como rendimicnto de cosecha o asimilacion de agua y tolerancia a la sequik, aparen-
temente de naturaleza poligénica. Pesea suindudable cardcter restrictivo, se debe dejar
constancia de los resultados esperanzadores que se estin oblenienda con determinadas
téenicas, lales como la de marcaje de transposones (transposon tagging) y la de




hibridacion substractiva, en el aislamiento de genes cuyos productos son desconocidos
(Van Brunt 1992a), y los avances en la identificacién de rasgos cuantitativos que se
derivardn del mapeo mis detallado del genoma vegetal, como lo posibilita la éenica
de polimor{ismo de longitud de los fragmentos de restriccidn (RFLP) (Ratner 1990).
Frecuentemente también se invoea, como una limiticion adicional de la ingenicria
genélica vegetal, que estas téenicas solo resullin aplicables a aquellas especies o lineas
para las que se cuenten con protacolos electivos de cultivo celular v de regeneracidn
de plantas a partir de eélulas o protoplasios individuales. Aunque esia restriceion es
indudablementecierta, noesexclusivadelaingenieria genéticade plantas, presentindola
igualmente las restanies tenicas de manipulacion gendlica a nivel celular, tales como
l seleceion in virro y la hibridacidn somitica.

La ingenieria genética consigue manipular ¢l genoma celular por dos vias
[undamentales, mediante la inroduccidn y expresion de genes heterdlogos o exdgenos
y mediante la anulacion de la expresidn de genes endGgenos, Wenica ésta menos de-
surrolladaque laanterior y que para algunos puede constituiruna segunda olade avance
biotecnoldgica (Edginglon 1992), Revisaremos de la forma mis breve posible los
principales métodos que posibilitan ambas vias de intervencion genémica.

2.2.1, Principales métodos de transformacion de plantas

La transferencia de genes, esto es de segmentos de DNA, al interior de células
vegetales puede conseguirse, al igual que con otros Lipos de células, bien aprovechando
mecanismos naturales de transferencia o bien de forma dirccla, En baclerias, ¢l
problema de introduccidn de DNA exégeno se resolvid ficilmente en su momento,
mediante la incorporacion del mismo a plasmidos, que son clementos genélicos
accesorios, replicables y Ficilmente transmisibles, o a virus bacteriancs. Con plantas,
lautilizacion de virus como veetores se ha visto dilicultida porque la prictica totalidad
de los virus vegelales contienen RNA en vez de DNA, lo que presenta indudables
problemas para ser manipulados ir vitre por una teenologfa que, no debe olvidarse, se
denomina de DNA (y no de RNA) recombinante. Solo recieniemente s¢ estin
solventando algunos de estos problemas y empezindose a considerar que los virus de
RNA presentan un buen potencial paracl desarrollo de vectores deexpresion en plantas
(Joshi & Joshi 1991). Existen, sin embargo, dos grupos de virus vepetales que conticnen
DNA, los caulimovirus y los geminivirus. Los primeros, y especialmente el virus del
mosaico de la coliflor (CaMV), han sido estudiados a nivel de biologia molecular con
bastante profundidad, hecho que no se ha traducido en progresos equivalentes respecto
a su utilizacion como vectores en la transfonmacion de plantas, La poca capacidad de
insercionde DNA exdgenoen la paniculaviral infectivarepresenta una seria dilicultad,
como Lambidn o es que sdlo un nimera relativamente corto de especies vegetales, las
crucileras, resultan suseeptibles i caulimavirus. Los geminivirus tienen la ventaja de
poscerun rangomucho misampliode plantas huéspedes, entre las que, inleresaniemente,
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embargo cslos virus, cuyo genoma consiste de una o dos moléculas de DNA circular
monofibilar, no estin demasiado bien estudiados a nivel genético y su posible
utilizacion como veetores se estd abordando, seriamente, desde hace relativamente
poco tiempo, con resultados que no son adn demasiadoimportantes (Coutts ef al. 1990,
Jushi & Joshi 1991).

Frenie 4 los escasos avances conseguidos en la utilizacion de virus como
vectores, un éxito espectaculuren este sentido llegaria, sorprendentemente, deldreade
los plismidos bacterianos. Todo se ha derivado del estudio de una enfermedad vegetal
concreta, ka denominada agalla del cuello o de la corona, consistente en la formacion
de tumores voluminosos o agallas que, por lo gencral, se sivian en ¢l cucllo del tllo,
o zona comprendida entre ¢ste y las raices. Dicha enfermedad s¢ produce entre
numerosis especics vegetales cuando heridas recientes resultan infectadas con una
bacteria Gram negativa del suclo, Agrobacierium timefaciens. Los estudios de bio-
quimica y biologfa molecular concluirian que la agalla del cuello se debe a un
meeanismao patogénico pricticamente dnico, consistente en la ranslerencia, inlegri-
cionen el genoma de la célula vegetal alectada y expresion en dicha célula de genes de
la bacteria, la cual, de esta forma, se comporta como un eficaz ingenicro genético
vegetal. Elcardeter infecciosode Agrobacteriumdependede lapresencia deunamoléeula
extracromosomica de DNA de gran tamaiio, unas 200 kbases, a la que se conoce como
plismido Ti (de tumaor-inducing). Durante la infeceidn es solo una pequena poreion del
plasmido Ti, de aproximadamente 20 kbases, Ia que resulta transferida ¢ integrada en
el genoma vegetal. Dicha porcidn, a la que se denomina T-DNA (la T se reficre a
transferencia), levagenes responsables de labiosintesis descontroladade litohormenas
{auxina y citoquinin), lo que determinard ¢l crecimiento oncogénico de las eélulas
infectadas, y genes que dictan la biosintesis de unos derivados especificos de amino-
dcidos y azicares, denominados opinas, que son compuestos que s6lo aparecen en
cClulas wmorales desde las que son excretados al exierior donde son utilizados
nutritivamente por las agrobacterias, Existen varias [amilias de opinas, cuya sintesis en
lus células vegewales infectadas y aprovechamiento cawbélico por Agrobacterium
viene especificado por un nimero equivalente de distintos tipos de plismidos Ti. Tras
¢l proceso de infeccidn, la opina sintetizada en respucsta al T-DNA transferido y
liberada al media actda, a su vez, como una cspecie de afrodisiaco molecular que
desreprime los genes para la ranslerencia conjugativa del plismido Ti a agrobacterias
avirulentas desprovistas de €1, las cuales podrin ya aprovecharse nutritivamente de
dicha opina al adguirir la capacidad de mewbolizarla,

La transferencia del T-DNA del plismida Ti no sélo es la base del proceso de
infeccidn que conduce a Ta agalla de la corona, sino tambicén de la enorme utilidad de
dicho plasmidocoma veetor para latransformacion de plantas, S¢ ha podido establecer
que esta translerencia, que, curiosamente, parece guardar una notable analogia con la
de plismidos durante la conjugacion bacteriana (Stachel er al. 1986), s6lo necesita de
tres componentes génicos, ninguno de los cuales estd siwado internamente dentro de



L regitn T-DNA. Conerelamente, los requisitos son: 1) dos gencs, localizados en el
cromosama de Agrobacterium, que controlan L unién inicial de la bacteria a la célula
vegetal, 2) dos regiones pequeias, de solo 25 parcs de bases y que presentan una
secuencia directa pricticamente idéntica, que Mlanquean al T-DNA, constiluyendo algo
asf como sus bordes izquierdo y derecho, y 3) una region bastante extensa del pldsmido
Ti, que se conoce camo regidn vir o de virulencia, Existen evidencias de que [a
expresion de la regidn vir resulta inducida por determinados compuestos de tipo
lendlico de origen vegetl, caso por gjemplo de acetosiringona y a-hidroxi aceto-
siringona (Lynn & Chang 1990, Peters & Verma 1990), cuya sintesis forma parte de
la respuesta de las planias a la produccidn de heridas (wounding response o WR). Lo
anterior explicaria tanto que 610 las heridas recientes constiluyan sitios de infeccion
porAgrobacterium.como que detcrminadas especies vegelales, no productorasde WR,
comg es el case de lamayoria de las monocatiledoneas, sean altamente recalcitrantes
alainfeecion por Agrobucterium. Alcarecer l region T-DNA de sefiales internas para
st transferencia, cualquier secuencia de DNA situada entre los bordes de la T-DNA
original podrd ser transierida ¢ integrada como si de (al region se tritase, siempre que
se cumplan los restantes requisitos anteriormente indicidos. Al efecio, resulta posible
tantolaextension del T-DNA original con DNA exdgene, hastaunas 50 kbases en total,
como la climinacion paccial o ol del T-DNA y su reemplazamicnto por DNA
exdgeno. En el primer casoel T-DNA sigue siendo infeccioso por logue, si se usacomo
vector de genes heterdlogos, solo podri originar células transformadas de cardcier
tumoral, de las que, debido a dicho caricter, resultacd imposible la diferenciacian y
regeneracin de plantas. Este [ue ¢l resultado aleanzado en el primer caso bien
establecido de transformacin de c€lulas vegetales, conseguido en 1983 por el grupo
de Scheel y Van Montagu de la universidad belga de Gante, en el que se consiguio
introducir en tabaco un gen bacteriano, de Escherichia coli, que dictala sintesis de una
enzima, ki cloram-fenicol ransacetilasy, que confiere resistencia al antibidtico. EI
resultado fue ki obtencion de agallus cuyus eélulas, en cultivo, resultaron resistentes al
cloramfenicol pero incapaces de regenerar plantas (Herrera Estrella er al. 1983). La
solucion a este problema consiste en climinar del plismido Ti la region oncogénica,
Este tipo de plismide Ti "desarmado”, convenientemente cargado con un gen bacte-
riano de resistencia 1l antibidtico kanamicina, fue utilizado un afto después, por el
mismo grupo de la universidad de Gante, para la obtencién, a partir de células
transfermadas que ya no presentaron problemas de regeneracién par sobreproduceién
de fitohormonas, de plantas transgénicas de tabaco que resultaron fértiles y capaces de
transmitir el cardcter de resistencia al antibiotico a la progenie (Zambryski er af. 1983,
De Block et al. 1984).

El caso anterior conslituye un ejemplorepresentalivo de unode los dos métodos
de transformacion de plantas con Agrobacierium, ¢l que usa los denominados vectores
integrativos (Eckes e al. 1987, Klee et al. 1987). Se trata de veetores Ti desarmados,
por escision de los genes que dictan la siniesis de [tohormonas, que incorporan entre
los bordes de la region 1-DNA ¢l matenal genelice [0rineo que se uicre transierr, £n



el procedimiento usado por el grupo de Gante, los genes wmorigenos del pldsmido Ti
se reemplazaron por secuencias de pBR 322, un vector habitwal pard la introduccion y
copia o clonacidn de DNA en E. eoli, micntras que el material genético a introducir en
plantas s clond en £, coli con un veetor pBR 322, insertdndose por recombinacion
homéloga, via las secuencias de pBR, en ¢ plismido Ti. El segundo mélodo de
transformacicn con Agrobacterium utiliza "veciores binarios™. S¢ basa en el hecho de
que, para la transferencia del T-DNA, esta regidn y 1a vir del pldsmido Ti no necesitan
formar parte de una misma estructura molecular. En ¢l méodo de vectores binurios
ambas regiones se sitian en vectores diferentes. Elvector vir es un pldsmido Ti al que,
generalmente, se le hudesprovisto de la region T-DNA, mientras que el segundo vector
s un pequedio plismido, de aproximadamente 10-20 kbases, que puede replicarse
auténomamente Lanto en E, coli como en Agrobacterium y que contiene los bordes de
laregion T-DNA y ¢l material genélico a transferir, que deberd situarse entre dichos
bordes (Gasser & Fraley 1989), Respeeto aeste Gltimo punto, un inico borde pucde ser
suficiente, sunque en este caso el plismido completo se comportacomo T-DNA siendo
transferido en su totalidad (Klee er al. 1987). La ventaja de los vectores binarios es que
na dependen de un plismido Ti especilico, pudiéndose introducir en cualquicr cepa de
Agrobacterium.

Sise dispone de la bacteria que porte ¢l vector apropiade, la transformacicn de
plantas con Agrobacteriiun s relativamente simple, Exisien tres métodaos principales,
el de la inoculacion del tallo, el de disco de hojas y el cocultivo. En el primero, se
produce a la planta una herida y sc aplica a ésta una suspension de agrobacterias.
Mejores eliciencias de ranslormacidn se obtienen cuando se incuban trozes de tejidos,
tipicamente discos de hojas, en una suspension bacteriana, pasindose luego a ser
cultivados in vitro. En ¢l procedimicnto de cocullivo, son protoplastos los que s¢
incuban conjuntamente con agrobacterias.,

Una segunda espeeie bacteriana, Agrobacterium rhizogenes, presenla un me-
canismos infeccioso y, en consccuencia, un potencial para ser usada cn ingenieria
genéticade plantas, muy similares alosde sucongénerc A, iumefaciens (Birotetal, 1987).
En este caso la enfermedad, conocida como de raiz pilosa (hairy root), se caracteriza
par una proliferacion anommal de las raices de la planta infectada y viene determinada
por la presencia en la bacteria de un plasmido patdgeno que s conoce como Ri (de root
indueing). Elinterés de A, rhizogenes no radica solamente como método de ransfor-
macion de plantas. Tambicn se ha planteado que el cultivo de raices pilosas, oblenidas
en lu infeccion con A, rhizegenes, puede constiluir un método rentable, al no ser
necesaria la adicidn de fiwwhormonas, de cultivo in vitro para la preparacion industrial
de productos naturales de origen vegetal (Edgington 1991),

La utilizacion de Agrobacierium para la obtencion de plantas transgénicas,
seglin las metodologfas descritas precedentemente, se ha convertido en una écnica
muy elicaz y versitil. Respeeto a este dltimo punto se puede afirmar que mds de 25



especics vegetales han sido transformadas por esta via (Gasser & Fraley 1989), Pese
a loanierior, ¢l sistema do Agrobacterium dista de ser universal, estando restringido al
rango de huéspedes de la bacteria, Aunque ¢l mismo es muy amplie, incluyendo a un
gran nimero de dicotileddneas, tanto herbdceas como lefosas, y u algunas
monecotileddncas, como ¢l espdrrago, presenta ¢l gran inconveniente de que la
mayoria de este dlimo tipo de plantas, y especialmenic las gramincas, entre las que se
encueniran las mds importantes cosechas, no son susceptibles de ser infectadas o, al
menos, transformadas por Agrobacterium. El problema con las gramineas, y mis
concretamente con los cereales, puede derivarse de su especial respuesta a la produc-
cionde heridas, que tiende a necrosar el tejido adyacente, quees enel que normalmente
seintegrael T-DNA. El fullo, pues, detrnsfonnacion mediada por Agrobacterium podria
deberse tantoa la no trans(erencia génica por falta de sintesis de inductores de laregidn
vir, COMO en ciertos casos, maiz por cjemplo, donde tal ransferencia ha podido ser
demostrada (Grimsley et al. 1987), por muerte via necrosis de las células en cuyo
genoma queda integrado ¢l T-DNA bacteriana (Potrykus 1990, 1991),

Las limitaciones del sistema de Agrobacierium, sobretodo por sus fallos en la
transformacion de cereales, y lacarencia, pricticamente, de otros vectores de clonacion
apropiados, han seevido de acicate para ¢l desarrollo de métodos dircctos de transfe-
rencia de genes, entre los que podemos destacar dos tipos principales, El primero, que
no difiere demasiado de los métodos que se usan con células animales, se basaen la
introduccion del DNA exdgeno en protoplastos, cuya membrana se permeabiliza
mediante la apertura transitoria de poros por choques eléetricos (electroporacion), por
tratamiento con agentes quimicos como ¢l polietilén glicol, o por fusidn con liposomas
(Paszkowski e al. 1984, Larkin ez al. 1990). Bl segundo método, que inicialmente [ue
desarrollado por Sandlord y un grupo de colaboradores de la universtdad norteameri-
canade Comell (Sanford 1988), usa microparticulas recubiertas del DNA que sequicre
transferir, las cuales son literalmente disparadas al interior de las células de la muestra
a transformar, Este método, que sucle denominarse bio-balistico o biolfstico, conoce
algunas variantes respecto al material de los microproyeetiles, que por lo coman son
de tungsteno v oro, y a la naturaleza de la fuerza propulsora empleada para acelerar
dichos microproyectiles, En relacidn con este dltimo punto, los aparatos biolisticos,
también denominados pistolas o canones de genes, desarrollados por el grupo de
Sanlord utilizan bien cargas explosivas (balas) o helio Lumprmudﬂ (Sunford 1988),
mientras que un aparato similar, desarrollado por investigadores de ki firma norie-
americana Agracetus, utiliza como [uerza propulsora la vaporizacion sibita de gotitas
de agua desencadenada por descargas de alto voltaje (Christou et al. 1990).

Los métodos basados en protoplastos presentan, aparentemente, la ventaja de
que los tratamientos enzimdticos de disolucion de L pared celular inducen una especic
de "respuesta a heridas” (wound response) que, enopinion de algunos (Potrykus 1990,
1991), s esencial para la adquisicion de un estado de competencia celular respecto a
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ticnen el inconvenicnte de la dificultad que frecuentiemente presenta la obtencion de
protoplastos regencrables. Fue precisamente el gran avance conseguido en la prepa-
racion de este tipo de protoplastos, mediante la utilizacion, yacomentada, de embriones
inmaduros como explantes, 1o que permitirfa que L transformacién de protoplastos se
apuntase el éxito indudable de conseguir por primera vez la obtencion de plantas
transgénicas de cercales. Esto se produciaen 1988, siendoarroz (Toriyama et al. 1988)
y maiz (Rhodes et al. 1988) los cereales wransformados. Aunque en los dos casos
anteriores las plantas regeneradas no fueron fértiles, dichoinconveniente pudo subsanarse
posteriormenteen elcasodel arroz, tantocon lincas dela variedad japdnica (Shimamoto
et al. 1989) como de la indica (Dawa ef al. 1990), que es comercialmente la mds im-
portante. Por 1o que respecta al mélodo biolistico, su gran atraclivo reside en su
sencillez y generalidad, que lo hacen aplicable a cualquier tipo de material biolégico
(Klein et al. 1992). En el caso conerelo de plantas, se puede utilizar no sélo con
protoplastos sino tambicn con células o tejidos. Los proyectiles metilicos portadores
de DNA resultan acelerados lo suficiente como para atravesar la pared celular, lo que
hace innccesaria su eliminacidn, micntras que por su pequefio tamaio, alrededor de
2pm, losorificios gueabrenen paredes y membranas celulares resultan autorrestanables.
El método biolistico, ademds, se ha visto avalado por xitos espectaculares, al
conseguirse con su mediacidn la transformacion de especics de gran interés agrond-
mico y considerable dificultad de manipulacion. Al respecto basta seiialar su aplicacion
a soja, uno de los cultivos mas imporuntes dentro de plantas dicotiledéneas, y a los
cereales. La obtencidn de plantas transgénicas de soja se consiguié por primera vez, y
por partida doble (por investigadores de las firmas Monsanto y Agracetus), en 1988,
hecho que mereeid ocupar k2 portada del nimero de agosto de ese aiio de la prestigiosa
revista Bio/Technology. Mientras que en el caso del grupo de Monsanto la transfor-
macion se electud mediante el sistema de Agrobacterium, lo que resulto posible gracias
a una cuidadosa seleceidn de cultivares de soja que ademds de ser susceptibles a la
infeccion bacteriana presentaban buenacapacidad de regeneracion (Hinchee e el. 1988),
¢l grupo de Agracetws utilizo cl método biolistico, bombardedndose meristemos
apicales y axilares de los que se obluvieron plantas ransgénicas por un simple procese
de propagacién, pricticamenteaplicable a cualquicreultivardesoja (McCabe eral. 1988).
Respecto a los cereales, cabe destacar la obtencion de plantas ransformadas y [értiles
de maiz (Fromm et . 1990, Gordon-Kamm er 4l. 1990), cosa que no ha pedido
conseguirse por mélodos de transferencia directa a protoplastos, de variedades indica
y japonicade arroz (Christou et al, 1991) y, sobre todo, de trigo, hecho éste largamente
esperado yque finalmentese hacomunicadoen junio del presenteanio ( Vasiled al. 1992),
loque, 2l igual de lo ocurrido ensu momento consojg, fue noticiade portada del mimero
de ese mes de la revista BiofTechnology.

Para terminar este apartado, donde se han revisado los principales métodos de
translerenciade genes en plantas, resulta obligado referirse, aunque sea minimamente,
a lacomposicion de los genes que se transficren. Estos son construcciones o quimeras
que integran diferentes componentes modulares que pueden ser de distima proceden-



cia, El médulo mds especifico es el gen estructural, 0 fragmento de DNA que dicta la
informacion para la fabricacién de un producto determinado, gencralmente una
proteina, cuya expresion se pretende conseguir en la planta transgénica, Los restantes
madulos son elementos reguladores que han de ser reconccidos por kL maquinaria
bioquimica de la célula vegetal, Estos elementos, al igual que en otras células
cucariolicas, comprenden lasregiones promatora y finalizadora, junto, esta tltima, con
la denominada regién poliadenilada. Mientras que ¢l médulo estructural puede ser de
cualquier origen, lanecesidad de que los modulos reguladores funcionen como tales en
la célula vegelal impane que su procedencia sea de genes vegetales o de gencs capaces
de ser transeritos en plantas, caso, por ¢jemplo, de los genes preseniesenel T-DNA de
los pldsmidos Ti o Ri o en determinados virus vegetales de DNA. Al respecto, el
promotor nos (de nopalina sinuisa) del T-DNA de A. tomefaciens y el promotor de los
transeritos de 33 § del virus del mosaico de [a coliflor son tal vez los mis usados en la
construceion de penes quimdricos para su expresion en plantas, Ambos son extraor-
dinariamente activos, el de 35 § CaMV es unas 30 veces mds activo que cl promotar
nos, y de actuacién constitutiva, Muchos genes vegetales se expresan de forma
inducible poragentes [isico-guimicos o por determinados estados de desarrollo, siendo
de gran interés la wtilizacion de las regiones reguladoras de tales genes en la construc-
citin de genes quiméricos, al objelo de conseguir que éstos se expresen en las plantas
transgénicas con idéntica pauta de especificidad. Ademds del gen estructural cuya
expresion se pretende y de los necesarios clementos reguladores, los genes quiméricos
suclen contener al menos un gen estructural adicional conocido como marcador
(Flavell er al. 1992). Existen dos clases principales de genes marcadores, los
seleccionables y losreporteros. Los primeros suclen conflerir resistenciaa determinados
agentes citoldxicos, 1o que permite seleccionar las células transformadas de lis que no
lo-hayan sido. Con diferencia el gen seleccionable mds habital es ¢l NPT 1L de £, coli,
que coditica & la neomicing fosfotranslerasa [, lo que confiere resistencia a los
antibidticos kanamicina y neomicina. Otro marcador de uso relativamente frecuente es
¢l denominado gen bar de Strepiomyces higroscopicus (Thompson et al, 1987), que
codilica una acetiltransferasa que modifica, y en consecuencia conliere resistencia, al
herbicida fosfinotricina. Los genes reporteros, por su parte, codifican productos
ficilmente analizables, por lo que permiten establecer cualitaliva y cuantitativamente,
de una forma muy cémoda, qué células han sido wansformadas, Los dos genes
reporteros mis utilizados son los que codifican a las enzimas B-glucuronidasa (GUS)
y luciferasa (LUC), Lascélulas wanslormadas que expresan el gen GUS adquieren una
coloracidn azul cuando se incuban con el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indoil-8-
glucuronido, mientras que las que expresan ¢l gen LUC emiten luz cuando se incuban
con ¢l sustrato lucifering,

2.2.2. Principales métados para anular la expresion de genes enddgenos

La segunda forma de intervencidn gendmica que posibilitan las (éenicas de
ingenieria genética pretende, mds que la expresion de genes heterdlogos o lordneos, la



inactivacion selectiva de genes enddgenos. Esto puede conscguirse por tres procedi-
mientos,mediznte RNAsantisentido oantimensajeros, porcosupresion y por ribozimas,
Un RNA antisentido es una estructura monofilar de RNA complementaria, esto ¢s
antiparalela y de secuencia de bases complementaria, al RNA mensajero de un gen
determinado (Toulmé 1987, Therre & Sauclidres 1988, Weintraub 1990). Su formacion
puede lograrse mediante insercidn en inverso de un gen homologo al que se quicre
inactivar, radicando il inactivacién, aparentemente, en la formagion de una estructura
diiplexentre el RNAantisentido yel mRNA, loque impide la transcripeién de éste. Esla
técnicade blogueo de genes sehaexperimentado con notable éxitoen el campo vegetal.
Asi,enel primercaso deaplicacion a plantas, sc conseguirfamanipular la pigmentacion
de petunias medianie la introduceion de un gen antisentido de la chalcona sintasa, que
eslacnzimainicial de laruta especifica de biosintesis de antocianidinas, los pigmentos
de esta especic de Mores (Krol e al, 1988, Mol e af. 1989). El bloqueo en distinto grado
del gen enddgeno por ¢l gen antisentido transf{erido origing una espectacular coleccion
de petunias que mostraba toda una gama de colores en sus flores, desde el blancoal rojo
sélido. El trabajo anterior, realizado de forma independiente por dos grupos, uno
norteamericano y atro holandés, demostrd la capacidad de la wenica para gencrar
propiedades dtiles bajo un punto de vista agrondmico. Al respecto conviene tener
presente que Holanda copa, con mds del 50%, las exportaciones mundiales de {lores
cortadas y plantas oramentales, un mercado en franco progreso y que solo por el
primero de los concepto anteriores ascendié en 1987 a 200 millones de ddlares,

El blogueo de genes endégenos no sélo se consigue mediante transforencia ¢
insercidn eninversode genes homalogos, sinoque también, a veces, bastacon lasimple
translerencia de tales genes homologos. Esta inhibicion de genes homalogos por su
insercion en frans s¢ conoce como cosupresion. Su mecanisma es fundamentalmente
desconocido (Jorgensen 1990), aunque se ha postulado que pudicra implicar a RNAs
antisentido (Gricrson el al. 1991).

El tercer procedimiento de bloqueo de genes es tal vez ¢l de mayor patencial
futuro, aunque se encucntra adn en una fuse muy inicial de desarrollo. Deriva de uno
de los descubrimientos recientes de mayor impacto en el campo de La bioquimica y
biologfamolecular, cuales laactividadenzimdticadel RNA en reacciones de autoeseision
(Altman 1990, Edginton 1992, Gerlach & Robaglia 1992), y su estrategia consiste en
unir al centro activo de estas moléeulasde RNA catalftico, conocidas como ribozimas,
secuencias estructurales complementarias capaces de enlazar correctamente a molé-
culas diana de RNA, que podrian resultar asi escindidas por la actividad litica de la
ribozima (Cotten 1990). El bloqueo de un gen dudo seria posible mediante la
degraducitn de sumRNA poruni ribozima modificadacapazde utilizara dichomRNA
como sustrato. Para la construccion de estas ribozimas medificadas se usan dominios
cataliticos como el de "cabeza de martillo”, identificado en un mimero de viroides
vegetales. La forma mds general de aplicacion del método pasaria por la obtencion del
gen codificador de la ribozima de interds y su insercion en la célula diana,



Los procedimientos anieriores no solo abren una nueva via de modificacion
genética, mediante la supresion de caracleristicas preexistenles, sino que brindan un
muy esperanzador y novedoso mecanismo de lucha contra virus de RNA. Entre éstos
no 5610 se encuentran la prictica totalidad de virus vegetales, sino también muy
importanies virus animales y humanos (Rossi & Sarver 1990).

3. PRINCIPALES DESARROLLOS EN BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

Las metodologias 2 que acabamos de hacer referencia, y olras complementarias
que no describiremos, estin posibilitando abordar una seric de objetivos de indudable
interés agrondmico, entre los que pudiéramos destacar los que pretenden:

1) Incrementar fa productividad de los cultivos, reduciendo las pérdidas de
rendimicnto causudas por una seric de agentes bidticos (como malas hierbas, insectos
o [itopaidgenos) y abidticos (como sequia, salimidad o heladas)

2) Modilicar los cultivos a fin de ampliar ¢l espectro y composicion de los
productos vegelales, y

3) Mejorar los procesos de fotosiniesis y fijacion de nitrdgeno a fin de
incrementar ¢ rendimiento de las cosechas y reducir las necesidades de fertilizantes.

Evideatemenie no podemos pretender dar una idea, ni siquicra aproximada, de
las difcrentes lineas de trabajo que se estdn desarrollando en los tres grandes apartados
que pueden establecerse en base a los abjelivos anieriores. Nos contentiremos, en su
lugar, con presentar una vision de conjunto, muy general, en la que slo resaltaremos
aquellos logros que parecen estar en una fase muy proxima a la de explotacion
comercial,

3.1. TOLERANCIA A AGENTES BIOTICOS Y ABIOTICOS

Seratadel dreaque, sinduda, harecibidouna mayoratencion enlainvestigacion
biotecnoldgica. Esto resulta 16gico, entre otros molivos, si lenemos en cuenta la
posicién preeminente gue han tenido las grandes empresas de productos agroquimicos
y tle semillas en el desarrollo y linanciacion de este tipo de investigacion, y que estas
empresasloque venden, fundamentalmente, es productividad agricoly, la cual requicre
inevitablemente controlar la incidencia negativa que sobre los cultivos puede tener la
accion de los agentes antes referidos. Al respecto, conviene recordar que buena parte
del espectacular incremento de los rendimicntos agricolas, conseguido en los Gltimos
40 anos, sedebe al electivo conwrol dealgunos de lales agentes, especialmente insectos,
malas hierbas y enfermedades [ngicas, mediante ¢l uso de pesticidas. El reto de la
biotecnologia serd garantizar un nivel de control al menos equivalente pero con un
consumo menor y mds racional de productos fitosanitarios, de forma que éstos dejen



de constituir una seria amenaza para la salud y ¢l medio ambiente. La aproximacién
biotecnoldgica al problema es plural. Simplificando mucho, se podria afirmar que en
el caso del control de agentes bidticos se usan dos grandes lipos de estrategias, la lucha
biologica, que, en general, persigue la climinacion del agente perjudicial mediante un
competidor suyo, y la resistencia, Esta, a su vez, es la via que parcce mds factible cn el
caso de agenies abiGticos.

3.1.1. Control de malas hierbas

Las malas hierbas, al competir con la cosecha por ¢l agua, nutrientes y luz solar,
constituyen una causamuy importante de disminucion de la productividad agricola (de
hasta un 70%), lo que determina que el control efectiva de la maleza sea una priclica
esencial en laagricultura moderna, La forma de abordar el problema ha sido mediante
¢l uso de herbicidas, cuyo mercado radica en una amplia gana de formulaciones,
basadas en algo mds de 100 productos [ilowxicos, y alcanza a nivel mundial un
volumen de ventas proximo a los 10.000 millones de délares. El control ejercido por
esta via se puede considerar como sdlo medianamente aceptable, ya que se estima que
a infestacién por malas hierbas aidn produce pérdidas en orno al 10% de la cosecha
mundial (Gressel 1985), micntrasque en los dltimos afios se ha venido constatando una
crecienle preocupacion por problemas de contaminacion ambiental, toxicidad para
animales y humanos, y persistencia de residuos en suelos y aguas, relacionados con el
uso de estos productos.

Aungue se estin desarrollando algunos micoherbicidas basados en hongos
fitopatogenos de determinadas malas hierbas, dos de los cuales (Collego y DeVine)
estin comercializados en USA, la contribucion biotecnolégica al control de [a maleza
se estd dirigiendo, mds que hacia la lucha biologica (Swrobel 1991), a la obtencion de
plantascultivadas resistentes a herbicidas (Hatzios 1987, Mazur & Falco 1989, Oxtoby
& Hughes 1990, Schulz er al. 1990). Se pretende, asi, que las cosechas resulten in-
sensibles a tales productos y, en consccuencia, se puedan usar éstos ¢n cualquicr
momento en que la infestacion por malas hierbas alcance un nivel indeseable. En esta
linea se han obtenido algunos resultados interesantes mediante téenicas de seleceion in
vitro (Crocomo & Ochoa-Alejo 1983, Hughes 1983, Chaleff & Ray 1984, Donn et al.
1984, Singer & McDaniel 1985, Smart er al, 1985, Chalell” 1986), de [usion de
protoplastos (Barsby er . 1987) ¢, incluso, de mejora genética clisica (Beversdorl et
al. 1980), aungue s la ingenicria genética la que, con diferencia, esud permitiendo la
consccucidn de loslogrosprincipales. Alrespecto, se han utilizado, segiin los casos, dos
vias de adquisicion de resistencia, la primera consistente en la sobreexpresion del
blanco de accion del herbicida o en laexpresién de un blanco mutado, insensible a su
accion; mientras que la segunda se basa en la expresion de una enzima capaz de
destoxificar al herbicida. Se han obienido planiis transgénicas resistentes a los
principales herbicidas de nueva generacidn, entre los que destacan una scric de
inhibidores de la biosintesis de aminodeidos (Kishore & Shah 1988) tales como el



glifosato (inhibidor de la biosintesis de aminodcidos aromdticos), sulfonilureas ¢
imidazolinonas (inhibidores de la biosintesis de aminodicidos de cadena ramificada), y
foslinotricina o su precursor biulafos (inhibidores de la glutamina sintetasa). Estos
productos se caracterizan por tener un amplio espectro de uctividad, aplicarse a muy
bajas dosis (de sélo gramos por hecticea en algunos casos), ser muy poco persistentes
y carceer, apareniemente, de toxicidad para animales, propicdades que se comparan
muy ventajosamenic con las que presentan los herbicidas mds antiguos, En los casos
de glifosato y de sulfonilurcas ¢ imidazolinonas, la resistencia se ha logrado mediante
la incorporacitn de mnto mecanismos de sobreproduccion (Shah et al. 1986) como de
insensibilidad (Comai es af, 1985, Fillati eral, 1987, Della Ciappaet al. 1987, Creason
& Chalelf 1988, Muzur & Fulco 1989, Miki et ei. 1990) del blanco de accion, ¢l cual
es, respectivamente, la S-enolpiruvil shikimato-3-fosfato, una enzima de la ruta del
shikimato o ruta responsable de la biosiniesis de aminodeidos arométicos, y la
acelolactato o g-acetohidroxideido sintasa, la enzima inicial de la ruta biosintética de
aminodcidos de cadenaramificada. A suvez, en el caso de fosfinotricina, li via hasido
La transferencia de un gen microbiano (el yareferido gen bar de S. higroscopicus) que
origina la inactivacidn del herbicida por acetilacion (De Block et al. 1987, Thompson
etal. 1987). Planas iransgénicas que expresaban el gen bar fueron las primeras con que
se verilicd, a nivel de ensayos de campo, la adquisicién de resistencia a herbicidas por
ingenieria genélica (De Greel e al. 1989), micntras que actualmente, como ya se ha
indicado con anterioridad, ¢l gen bar s wiliza, con cienta frecuencia, como gen mar-
cador scleccionable en plantas, También se han conseguido plantas ransgénicas
resistentes a herbicidas wradicionales, como atrazina, un herbicidad de amplia utiliza-
cidn pero cuyo uso, debido a su alta persistencia, se estd restringiendo [ueriemente en
muchos paises occidentales, bromoxinil y 2,4-D. En el primer caso, s¢ haincorporado
un mecanismodeinsensibilidad delblancode accidn, luproteinu Q, del centrodereaceion
del Fotosistema 2, utilizdndose al clecto genes cloraplisticos pshA mutados, proce-
dentes de malas hierbas que han desarrollado, de forma natural, resistencia a atrazina
como consccuenciadel traamienio continuado con el herbicida. La transformacion se
vio, sin embargo, dificultada inicialmente por la dificultad de manipular ¢l genoma
cloroplistico. El problema se solventd finalmente utilizindose un gen quimérico que
consistiz en la region codificadora de un gen psbA de resistenciaa atrazing (procedente
de un biotipo resistente de la mala hierba Amaranthus hybridus) a la que se anadieron
secuencias de control para su expresion en el nicleo y una secuencia codilicadora de
un péptido de trdnsilo de localizacion cloroplistica (Cheung er al, 1988). En los res-
tantes ds casos, la resisiencia se ha conseguido por transferencia de genes de
destoxificacion deorigenbacteriano, concrelamente el gen bxn procedente de Klebsiella
ozaenae, que codificaa una nitrilasa de alia actividad hidrolitica frente al grupo nitrilo
del bromoxinil {Stalkereraf, 1988),y el gen ifdA procedente de Alcaligenes eutraphus,
que codifica a una monooxigenasa especifica de 24-D (Lyon et af. 1989). Dilerentes
plantas transgénicas resistentes a herbicidas han superado ya las pruebas de campo y,
€on oda probabilidad, Hegardn muy pronto al mercado,




Elnotableyripido éxitoalcanzadoporesta linca de investigacion biotecnoldgica,
conviene resaltar que las primeras plantas transgénicas con rasgos de interés agrond-
mico que se obtuvieren fueron plantas resistentes a herbicidas (Comai et al. 1985, Shah
et al. 1986), tiene, sin duda, una base cientifica, cual es Ja nawraleza monogénica y la
(icil caracierizacion molecular del caricter deresistencia, Pero, indudablemente, licne
jambién un fundamento comercial. Al respecto, se ha dicho que la resistencia a
herbicidas es un rasgo que se vende dos veces, en la semilla que se sicmbra y en el
herbicida con que se ha de tratar ¢l cultivo, no siendo de extrafiar que las empresas de
agroquiinicos lideres en el mercado de herbicidas hayan participado muy activamente,
aunque no sicmpre de forma dirceta, en el desarrollo de cullivos resisientes a sus
principales productos (ejemplos significativos de participacion muy activay dirccla los
tenemaos en los casos de Monsanto con ¢l glifosato y de Du Pont con las sulfonilureas).
Diferentes pros y contras se han aducido en relacién con las plantas transgénicas
resistentes a herbicidas, Sin entrar en la polémica, si parece SEgUrO que esta via
bioleenoldgica no tiene entre sus objetivos ultimos erradicar ¢l uso de pesticidas,

3.1.2. Control de insectos

Los insectos constituyen una de las plagas agricolas con mayor capacidad de
incidencianegativaen laproductividad de lus cosechas. La formaactual de luchacontra
ellos radica en Ja masivautilizacion de insecticidas orgdnicos, productos que si bicn en
principio wvicron una acogida nolablemenie favorable, como 1o prueba el premio
Nobel de Quimica concedido en 1948 a Miiller por sus investigaciones sobre el DDT,
no tardarian mucho en suscilar reacciones negativas por sus posibles efectos perjudi-
ciales para la vida salvaje, la calidad de las aguas y el medio ambiente en general. Esta
actitud de rechazo, aunque ha conocido picos de virulencia, ¢l primero de los cuales se
pucde fecharen 1961 coincidiendo con la publicacion en USA del célebre libro Silent
Spring de Rachel Carson, ha mostrado una clara tendencia creciente, que se ha visto
agravadaen los dlimos diez afos, cuando se han acumulado pruchas concluyentes de
que ciertos insecticidas resultan Wxicos para animales (incluidos humanos) y plantas
contra los que no van dirigidos, desencadenan resistencia que estd obligando a una
dramdtica escalada en las dosis de aplicacion, y se encuentran en niveles residuales
10xicos en aguas, suclos ¢, incluso, algunos alimentos. La posible solucién a estos
problemas, por la viz delabandono del uso de insecticidas, resulta hoy dia simplemente
impensable, pudidndose sélo plantear el reemplazamiento parcial de los productos
actuales por otros, de tipo diferente, que resullen mds seguros.

La tinica alternativa que se vislumbra como posible a lu lucha quimica contra
insectos es ¢l control bioldgico, encuadrindose dentro de estaopeion lo que hastaahora
esta siendo la contribucion biotecnoldgica a este campo. La aproximacion de la lucha
bioldgica contra insectos no es recienie, ya que s¢ remonta a unos 35 aflos, aungue si
merece destacarse el considerable empuje que estd recibiendo dltimamente. Sin
embargo conviene ser realista y reconocer que su peso actual en el control de inscelos




agricolas ¢s poco més que testimonial. En efecto, el mercado de bioinsceticidas estd
claramente dominado por productos derivadosde Bacillus thuringiensis, los cuales pese
a representar un 90% de dicho mercado sélo alcanzan un 1% del de insecticidas
quimicos, Pese alo exiguo de estas cilras, resulta positivo que las ventas de productos
Bt (esto es, procedenies de B, thiringiensis) se hayan doblado en los dltimos cuatro
anos, y que sus expectativas actuales de crecimiento anual se cifran en un 20%.

B. thuringiensis, ¢l organismo entomapatbgeno sobre el que descansa la mavor
parte de la lucha bioldgica contra inscelos y sobre ¢l que se estdn concentrando los
principales desarrollos bioteenoldgicos en esta drea, es una bucteria Gram-positiva del
suelo que se caracteriza por la formacion de esporas con inclusiones cristalins. Estas
inclusiones se componen de proteinas que tienen propiedades (oxicas para inscclos,
principalmente lepiddperos (mariposas), en su estado de farva. Existen toda una gama
de proteinas parasporales, que se clasilican como Cryl, II, 11T ete de acuerdo con su
espectro de actividad, ya que cada proteina cristalina s6lo resulta oxica para un
limitado nimero de especies de inscetos (Hofte & Whileley 1989). Realmenie las
releridas proteinas son mds bien protoxinas. Su activacion requicre la disolucion del
cristal, cosa que ocurre al valor alcaling (pH 10.2-10.5) del intestino medio de los
lepiddpteros, ¥ la ruptura en una posicion central de la cadena polipeptidica por parie
de proteasas intestinales, lo que separa las mitades N-terminales de las protoxinas que
son las toxinas activas (Goldburg & Tjaden 1990, Feiteson et al. 1992). Desde 1937,
ano en que se regisid el "Thuridice” (Brunke & Meeusen 1991), se han estado
comercializando preparados insecticidas de 8. thuringiensis, consistentes en distmtas
{ermulaciones de esporas e inclusiones cristalings liberadas tras la lisis de la bacteria
duranie su fasc estacionaria de crecimiento. Estos biopesticidas, que hanaleanzado una
utilizacion relativamente amplia para el control de larvas de lepiddpteros que consti-
tuyen plagas agricolas, presentan una serie de inconvenientes que han venido consti-
tuyendo serios frenos a la expansion de su empleo, Sobre los dos mds importantes, su
limuado rango de hudspedes y su cscasa persistencia, se ha dirigido una investigacion
biotecnoldgica muy activa que estd originando resultados muy interesantes.

En relacion con el estrecho espectro de huéspedes de B. thuringiensis, se han
realizado amplios programas de busqueda a nivel mundial de nuevos aislados bacte-
rinnos que presenten distintas especificidades. Estos trabajos han permitido caracteri-
zar toxinas Bl activas no slo (rente 2 otros érdencs de inscetos, como dipteros y
coledpteros, sino también contra gusanos, nemidtodos y protozoos, loque hace probable
queen un future no sole puedan aparecer bioinsecticidas Brde amplio espectro pard su
uso agricola, sino también productos Bt especilices contra plagas animales. Ademds,
los estudics de transformacionrealizadoscon B, thuringiensispermiten la transferencia
de genes codilicadores de distintas loxinas, losdenominados genes cry, de unas estirpes
a otras, posibilitando asi la obtencidn de bacterias transgénicas con un mds amplio
espectro de actividad insecticida {Lereclus eral. 1992). Por lo que respecta a la persis-
Leneig, se estan desarrollindo nuevos pos de lormulaciones 1Iendenies a merementar




I vida media del biopesticida tras su aplicacién. El mélodo mds satisfactorio es,
posiblemente, ¢l introducido por la firma norteamericana Mycogen, que utiliza oxinas
Bi hicencapsuladas en eélulis mucrtas de la bacteria Pseudomonas fluorescens que,
previamente, ha sidlo transformada para preducir tales toxinas. Esle proceso, conocido
camo CellCap, es el inicohasta ahora que, basado en eenologia de recombinacion de
DNA, ha originado productos gue hayan alcanzado su explotacién comercial. Otro
procedimicnto de "formulacion” de indudable interés es la oblencién de plantas
wransgénicas capaces de expresar toxinas Bt esto s, de plantas insceticidas (Brunke &
Meeusen 1991). Tal logro se consiguid por primera vez, en 1987, con tabaco, por
investigadores de la firma belga Plant Genetic Systems (Vaeck et al. 1987) y, poste-
riormente de la norteamericana Agracetus (Barton ¢f af. 1987), y tomate, por investi-
gadores de lamultinacional norteamericana Monsanto (FischholT e al. 1987), alas que
posteriormente, seguirian olras especics vegetales caso, por ejemplo, del algoddn
(Perlak et af. 1950). Los mejores resullidos s¢ obtienen cuando se transfiere el gen
trucado que codifica s6lo a la porcion N-terminal de la protoxina que, segiin se ha
indicado, constituyc La toxina Bractiva, y s¢ manipula dicho gen para, sin cambiar la
secuencia de aminodcidos codificada, hacerlo mds similar, en estructura y [recuencia
de codones, a los genes vegelales, hecho éste que produce un incremento espectacular
en la expresion del gen (Perlak e ai. 1990). Las plantas transformadas de esta mancra
s han mostrado resistentes al ataque de determinadas larvas de insectos no sélo en
prucbas de laboratorio sino tambicn de campo (Delannay er al. 1989).

El grato porvenir que parece aguardarle 2 los productos Bt, incluidas las plantas
insecticidas, queda también patente por el alto ndmero de compaiias, no menos de 18,
implicadas aclualmente, a nivel de prodoceion, investigacion y desarrollo, en tales
productos. Este futuro debe, sin embargo, salvar algunos escollos, entre los que el
desarrollo de resistencia seriz, sin duda, el mds impontante. Dicha amenaza parece ser
algo mis que uni posibilidad, sitenemosen cuenta que ha podido abtenerse resistencia
no s6lo enel laboratorio sino Limbién en campo, aunque asociada a un empleo abusivo
de productos BL(Van Rie 1991), Las plantas transgénicas productoras conslitutivas de
toxinas Bt podrian indudablemente contribuir a acelerar la aparicion de resistencia.
Investigadores de la importante empresa Ciba-Geigy, con notables intereses en ¢l
seclor de agroguimicos, han intentado paliar este posible problema de una manera que
a los ccologistas debe de ponerles muy nerviosos. Han obienido plantas transgénicas
que expresan el gen de una toxing Bt bajo el control de un promotor vegetal inducible,
el de la proteina PR-1A de wbaco. La induccion de este gen y la produccion de la
entomotoxina se consigue, a voluntad, tras el ramiento de la plunta con un determi-
nado activador quimico (Williams er af. 1992), el cual esid protegido por patente. Esto
es, s¢ evitan insecticidas quimicos inroduciendo plantas transgénicas que deben ser
tratadas con productos quimicos.

Otros tipos de organismos entomopatdgenos, entre los que caben destacar a
ciertos nemdtodos y virus, parecen también interesantes de cara a su aplicacién en la




lucha bioldgica contra inseclos. Respecto a los primeros, se conocen un nimero de
especies de nemdtodos capaces de invadira insectos del suclo y causarles enfermedad,
mis que por si mismos por bacterias que portan, en algunos casos con resultado de
muerle en un tiempo relativamente corto. Es plblico que determinadas empresas
biotecnolégicas, como la noricamericana Ecogen, tienen en avanzado estado de
desarrollo diferentes biopesticidas basados en nemdtodos entomopatdgenos, Tales
biopesticidas, al igual que ocurre a los derivados BR, pecan de excesiva especificidad
yrequieren mejorasen su formulacion decaraaincrementar la estabilidad del producta.
Olra linea bastante prometedora de actuacion biolégica contra inscelos se basa en los
baculovirus, varios de los cuales han sido ya registrados como pesticidas en USA por
la Agencia de Proteceion Ambiental (EPA) de dicho pais. Se traa de virus de accion
especilicacontra lepidépieros, que penetran en las células intestinales de lalarva, desde
donde, tras replicarse, invadena otros ejidos, provocando alecciones fatales (Bouguerra
1992). Peseasu alia letalidad, la utilizacion debaculovirus como biapesticidas presenta
ladificultad de que la accion patégena que ejercen progresa lentamente, tardando mis
de una semana en culminarse, o que da a las larvas tiempo suficiente para producir
dafios importantes en los cultivos. Para evitar este inconveniente, los baculovirus se
estin modificando, por écnicas de ingenicria genélica, siguiéndose dos diferentes
estrategias. La primera consiste en transformarlos con genes heterdlogos que codifican
a toxinas u hormonas de insectos capaces de perturbar las funciones normales de la
larva durante kainfeccion (Carbonell et al, 1988, Macda 1990, McCutchen et al. 1991,
Stewart et ef. 1991, Tomalski & Miller 1991, 1992), mientras que la segunda, menos
explorada, consiste en lz delecion de los genes virales responsables del mantenimicnto
de la alimentacion de la larva durante la infeceidn (O'Reilly & Miller 1991),

Una via alternativa de control de insectos podria derivar del aprovechamicnto
de mecanismos vegetales de defensa contra su accion depredadora. Aparentemente
ciertas protefnas de semillas desempenan un cometido protector ante insectos, debido
a sus propicd:ides inhibidoras de enzimas digestivas como a-amilasas (Huesing ef al.
1991}y, principalmente, proteinasas (Garcia-Olmedo et al. 1987, Ryan 1990). Ciertos
inhibidores de proteasas, concretamente de serin-proteasas, no s6lo estin presentes
constitutivamente en determinadas semillas, sino que su produccion resulta inducida
en las partes vegelativas de dos solandeeas (lomate y patata) en respuesta al ataque de
inscetos fitolagos oante [a produccion de heridas, lo que parece indicar que tal proceso
constituye un mecanismo natwral de defensa. La tansferencia de los genes que
codifican a los anteriores inhibidores puede representar, en consecuencia, una via
interesante para la obiencién de plantas resistentes. Esta via, a diferencia de las que
implicanabaclerias, nemdlodos o virusentomopatdgenos, se caracleriza porser a priori
de mis amplio espectro, habida cuenta que los inhibidores mencionados no suclen
presentarunaaltaespeciticidad (Brunke & Mecusen 1991), Los primeros comunicados
dentro de esta linea se produjeron en 1987, el mismo ailo en que se obtuvieron las




primeras plantas tansgénicas productoras de toxinas B, refirigndose a la expresian en
tabaco de dos genes de inhibidores de proteasas, el de un inhibidor de tripsina
procedente dela semilla de una leguminosa (cowpea, Vigna wgiicrdata) (Hilder ef al.
1987) y del inhibidor inducible de serinproteasas de hojas de patala {Thornburg e/ al.
1987). En ¢l primero de los trabajos anteriores se comprobaba la adquisicién por parte
de la planta transformada de resistencia a determinados inscclos herbivores. En
Espafia, ¢l grupo de Garcia Olmedo y Carbonero, en la Escuela Técnica Superior de
Ingenicros Agronomos de Ja Universidad Politéenica de Madrid, han obtenido plantas
wransgénicas de tabaco y patata que expresan varios micmbros de una familia de
inhibidores de o-amilasa/tripsing procedentes de granos de trigo ¥ cebada, las cuales
muesLran, en cicrios casos, resistencia a insectos (Carbonero 1992).

3.1.3. Control de enfermedades

Las plantas resultan susceptibles a una serie de organismos fitopatdgenos, Lales
como viroides, virus, bacterias, hongos y nemétodos, sicndo las enfermedades que
éstos originan, principalmente las fungicas, una causa imponante de reduccién en la
productividad agricola. El control de las anteriores enfermedades con pesticidas no
resulta una solucion optima por una serie diversa de razones que van desde la poca
sepuridad medioambiental de algunos de estos productos (fungicidas) (Bouguerra
1988), pusando por su alto coslo y, a veces, no excesiva efectividad, hasta la carencia
en muchos casos de productos adecuados, como ocurre con las enfermedades viricas
y bacterianas. Por todo ello existe un gran interés en explotar vias alternativas de
control, hasadas bien en la propia capacidad de defensa de los vegetales o en métodos
deluchabioldgica, Almargen de loanterior, convienedejar constancia de laimportan-
cia que para el control de enfermedades tiene la obiencién de lineas o cultivares
resisientes, bien scan obtenidos por la via wadicional de la mejora cldsica, que tan
excelentes resultados ha producido y, a buen seguro, seguird produciendo, como por la
mils novedosa de seleceidn ik vitro medianie cultivo de células (Cresswell 1991), una
Lécnica por la que se han obtenido algunos resullados prometedores.

Las plantas son altamente eficientes en ki lucha contra sus patégenos potencia-
les, como lo demuestra ¢l hecho de que cada especie particular sea sélo susceplible a
un rango muy pequeiio de fitopatGgenos, aungue los mecanismos responsiables de oste
comportamiento distan de estar perfectamente esclareeides, Aparentemente la resis-
tencia vegetal a las enfermedades radica principalmente en fenémenos de reconoci-
micnto temprano del agente invasor ¢ induccion de respuestas defensivas. Investiga-
ciones realizadas en losltimos afios han permitido caracterizar una serie de presuntas
respuestas defensivas de las plantas, entre las que podemos destacar las siguientes
(Bowles 1990): 1) sintesis de ligninas y otros materiales, comocallosa y glicoproteinas
ricas en hidroxiprolina, que, al depositarse en la pared celular vegetal, la refuerzan
frente dl ataque por enzimas microbianas, impidiendo el avance de los patGgenas; 2)




produccion de una serie de proteinas, denominadas PR o relacionadas con la patogé-
nesis, y, entre ellas, enzimas, como B-1, 3-glucanasa y quitinasa, capaces de digerir la
pared de ciertos patdgenos, hongos principalmente; y 3) formacion de fitoalexinas o
productos del metabolismo seeundario vegetal dotados de actividad antibidtica. Las
anleriores respucstas, y como consecuencia la resistencia, resultarfan desencadenadas
cuando se produjese un reconocimiento planta-patdgeno el cual, aunque sumecanismo
es bdsicamente desconocido, parcee implicar, al menos en algunos casos, la interaccién
del producto dz un gen de resistencia de 1a planta con el de un gen de avirulencia del
patgeno. El fallo en tal reconocimicnto, o en la capacidad de respuesta, seria, por
contra, ¢l causante de la enfermedad. En base a lo anterior, parcce claro que la
suplementacion a nivel genélico de cualquicra de los clementos ameriores podria
mejorar la capacidad de resistencia de las plantas, lo que abre una via clura para la
inlerveneion mediante ingenierfa gendlica en este campo, No obstante, tal via se
encuentracon ladificultad de la falta de conocimientos fundamentales sobre los genes
implicados directamente en el proceso de reconocimiento, los denominados genes de
resistencia de la planta y de avirulencia del patbgeno, y sobre ¢l mecanismo exacto de
dicho proceso de reconocimicnto, Aungue avances claves enalpunos de estos aspectos
parecen estar muy proximos (North 1990, Lamb et al. 1992), de momento s6lo s¢ han
preducido actuaciones a nivel de respuestas delensivas, especialmente de aquellas que
son d cardeter monogénico. En esta linea, se han obtenido plantas transgénicas de
Nicotiana sylvestris que mostraban un alto nivel de expresidn constitutiva de un gen de
quitinasa de tabaco (Neuhaus ef al. 1991}, y de abaco y canola (Brassica napits) que
hacian lo propio con un gen similae, pero de judia (Broglie eral. 1991, 1992), Mientras
cn elprimer caso las plantas translormadas mantuvicron ka susceptibilidad al patdgeno
Cercospora nicotianae, en ¢l segundo adquirieron mayor resistencia al hongo
fitopatdgeno #hizoctonda sofani, Tambicn se ha obtenido incremento de resistencia a
este mismo hongo en tabaco transgénico que expresaba una proteing inactivadora de
ribosomas procedente de cebada (Longemann et al. 1992). Igualmente se ha conse-
guido la expresidn constitutiva en abaco de algunas de las proteinas PR que se
sintetizan de forma inducible en respuesia a, entre otras situaciones, la reaccidn de
resistencia frenteal virus del mosaico del abaco (TMV). Asi, la expresion constitutiva,
por separado, de ks proteinas denominadas PR-1y PR-5 no tvo ningtn efecto sobre
larespuesta al TMV (Cutter al, 1989, Linthorster al. 1989), aunque la primerade ellas
retrasd L aparicion de sintomas de la enfermedad causada por Peranospora tabacina
(Lamber al, 1992). Finalmente podemos hacer referencia aque se ha conseguido dotar
atabaco de lacapacidad de sintesis de la fitoalexina resveratrol, medianie transferencia
del gen de la estilbeno sintasa procedente de cacahuete (Hain et al. 1990), aunque no
s¢ ha comunicado si este hecho supone algdn tipo de proteccién para la planta
transgénica. En otrosentido, los conocimientos bioquimicos adquiridos sobre reaccio-
nes de delensa pueden brindar métodos alternativos de proteccidn, Asi, el descubri-
miento del cardcter inductor que sobre la expresion de tales reacciones tienen ciertos
compuestos quimicos simples podria ser la base de una nueva generacion de productos
agroquimicos, capaces de proteger a las plantas contra las enfermedades mediante la
estimulacion de los mecanismos defensivos propios.



El incremento de tolerancia a enfermedades no s6lo puede conseguirse mejo-
rando el potencial de defensa de la planta, sino que en algunos casos concretos resulta
también posible actuar interfiriendo con el mecanismo de patogénesis. Eneste sentido,
Ja expresion heterdloga de dianas insensibles a toxinas de paidgenos (de la Fuente-
Martinez et al. 1992), o de enzimas capaces de inactivar a csias toxinas (Mecley et al,
1992), o la sobreexpresion de inhibidores vegetales de poligalacturonasas fingicas
(Toubart et al. 1992), parecen ejemplos bastante prometedores.

Ademds de las vias anteriores, otra aliernativa interesante al control de enfer-
medades, aungue también se encuentraen una fase bastante incipiente de su desarrollo,
¢s laluchabiologica. Losestudiosen estecampo se centran principalmente en el control
deciertas enfermedades fingicasespecialmente dificiles de combatir, como algunas de
postrecaleccion que afeclan a numerosos frutos durante su almacenamiento, las
causadas poroidios y por ciertos honpos del suclo. La estrategia de control se basa en
la wilizacidn de microorganismos hiperpardsitos, esto s capaces de parasitar a otros
pardisitos, oantagonistas de los [itopatdgenos, aunque también, a veces, pueden resultar
de interés simples no patdgenos o patgenos poco virulentos que, al desencadenar
respuestas defensivas generalizadas en las plantas, las protegen frente al atague de
patdgenos virulentos {resistencia o inmunidad adquirida). Entre microorganismos que
estdin recibiendo especial atencion como agentes de lucha bioldgica podemos citar a
hongos del género Trichoderma (Baker 1989) y a bacterias fluorescentes del género
Pseadomonas (Alabouvetie 1991). Los biofungicidas, aunque ain no han tenido un
desarrollo equivalente al de los bioinsecticidas, esiin ya llegando al mercada, en-
contrdndose un ndmero significativo de ellos en fase mds o menos avanzada de
desarrollo. Enun futuro, cuando se estiblezean mejor los mecanismos subyacentes al
control bioldgico, con toda seguridad se manipulardn genéticamente a los microor-
ganismos de interés en orden a ablener biopesticidas més eficaces.

Frente a la modesta contribucion que, por el momento, ha realizado la biotec-
nologia aldreade laresistencia a patdgenos microbianos, en el erreno especifico de las
enfermedades viricas la situacion es nolablemente mejor. En este caso, el fenémenao,
descrito hace ya unos 60 afios, de proteccion cruzada, o proteccion frente a virus por
inoculacién previa con un aislado poco virulento de dicho virus o de otro relacionado,
ha permitido desarrollar métodos clicaces de lucha bioldgica contra importantes
enfermedades viricas vegetales (Valle er af. 1988). Ademis, la proteceion cruzada ha
conocido recientemente una variante espectacular, tras el descubrimicnto de que la
transferencia a plantas de los genes que codifican la proteina de la cubieria viral
(Beachy eral. 1990, Lawsen ef al. 1990, Nedijat & Beachy 1990, Hill ez al. 1991, Ling
etat, 1991, MacKenzie et al. 1991) o del gen (cDNA) correspondiente al RNA satélite
(Gerlacheral. 1987, Harrison et al, 1987, Tien & Wu 1991) pueden constituir vias para
la consecucidn de una reaccidn similur de mmunizacion (Van den Elzen et al. 1989),
Coneretamente, ¢l primero de los anteriores procedimientos se estd utilizando amplia-
mente en la obtencion de plantas transgénicas resistentes a determinados virus,



bastantes de las cuales se encuentran en fase de pruchas de campo (Nelson el al. 1988,
Kaniewski et al 1990, Jongedijk et al. 1992).

3,140 Tolerancia a condiciones ambicntales adversas

Los estreses medioambicntales son, obviamente, los factores con un mayor
potencial limitante de la productividad agricola. Enre ellos, la sequiaes, tal vez, el que
tiene una mayor incidencia general, pero otros como la salinidad o la exposicion a
lemperaturas extremas son también muy importantes, Al igual que ocurre con otros
AgeNLes nocivos, existe una variabilidad individual y especifica en la susceptibilidad de
las plantas a condiciones ambicntales adversas, la cual se ha venido explotando con
buenos resultados en programas de mejora clisica. Por lo que respecta a lis aproxima-
ciones biotecnoldgicas, los logros conseguidos en este campo han sido mds bien
escasos. La scleccidn in vitro para tolerancia a diferentes estreses ha conducido muy
raramente a la regeneracion de plantas que expresaran tales caracteres, habiéndose
apuntado que la falia de conocimientos bésicos sobre los mecanismos de resistencia
conslituyen, en csios casos, una dificultad considerable para el planeamienio de
mejores estrategias de seleccion que la simple exposicion al agente estresante (Tal
1983, Dracup 1991), Por lo que respecta a Ta mejora mediante téenicas de ingenieria
gendética, las perspectivasacorto plazo na son buenas, dada ladobledificultad impuesta
por la falta de caracterizacion, tanto a nivel bisquimico como de biologia molecular,
de los genes implicados en las respuestas aagenesde estrésambicental y por el méds que
probable cardcter multigénico de tales respuestas. Elestudio de proteinas inducidas por
dcido abscisico, que os la hormona mis relacionable con el estrés vegetal, o en
sitwaciones de desecacion, salinidad, ete, estd permitiendo la identificacion de genes
que posiblemente desempefian un papel defensivo ante este tipo de situaciones (Pagés
& Gomee 1989) y cuya sobreexpresidn o transferencia pudicran originar, en un futuro,
plantas mds tolerantes a determinados agentes de estrés. Mientras lanto, s¢ cstin
ensayando owras aproximaciones mis parciales, como la sobreproduccion de betainas,
prolina u otros osmoprotectanies, dado que tales compueslos tienden a acumularse,
como medida protectora, en situaciones de estrés hidrico y salino (McCue & Hanson
1990).

En ¢l caso concreto de la wlerancia a hajas temperaturas, se han apuntado dos
vias diferentes de actuacion, tlescoma la manipulacion, mediante ingenieria genélica,
del grado de insaturacién de los deidos grasos, en busca de una disminucion de la
temperatura de transicion de fase de los lipidos membranales, y ¢l control bioldgico de
las bucterias inductoras de lanucleaciondel hielo. La primeravia, sélo plantcadaanivel
de posibilidad a cxperimentar, s¢ apoya ¢n la oblencion de resisiencia a bajas
temperaturas en la cianobacteria Anacysiy nididany mediante L transferencia de un
gen de desaturacion de deidos grasos procedenics de otra especie resistente (Wada et
al. 1990). La segunda via, que se encuentra, al mengs, en una fase muy avanzada del
proceso de precomercializacion, se basaenel desplazamiento de la microflora epilitica



que normalmente coloniza la superficic adrea de las plantas por otra que, a dilerencia
de aquella, sc componga de bacterias que carezcan de las proteinas que actian como
nicleos de cristalizacion en la formacion del hiclo (Suslow 1989, Wolber & Warren
1989, Wolber & Green 1990), Estas bacterias "hiclo-menos'', predominaniemente de
los géneros Pseudomonas y Bacilius, pueden ser tanto aislados naturales como mutan-
es obtenidos por téenicas cliisicas o eliminando el gen de nuclcacion por (enicas de
ingenierfa gendtica, Ensayos de campo han indicado que con este procedimiento es
posible rebajar de 3. 5° C la temperatura de congelacidn,

12, AMPLIACION DEL ESPECTRO Y COMPOSICION DE LOS PRODUC-
TOS VEGETALES

Micntras que la primera ola de avance de la Biotecnologia Agricola se ha
centrado prioritariamente en el desarrollo de apectos coneretos relativos al apariado qu
acabamos de revisar, lo que, como ya se ha apuntado, estd de acuerdo con el papel de
locomotora que, en buena parte, haejercido la industriaagroguimica, la segunda ola de
avance estard prabablemente liderada por atras industriag, como la de alimentos y la
farmacéutica, marco enel que, sin duda, resultard prioritario, mds que el incremento de
productividad de los cultivos, aunque éste siempre serd, [Ggicamente, un objetivo
deseable, ¢l del espectro y composicién de los productos vegetales (Knight 1989,
Fraley 1992). Una serie de lineas de trabajo en curso pueden encuadrarse en este
apartado, encontrindose, entre ellas, una que parece destinada a ser I primera en co-
Joear un producto vegetal ransgénico en el mercado, Nos estamos refiricndo a fa linea
de manipulacion del proceso de maduracién de [rutos que, desarrollada por diferentes
grupos y lirmas comerciales, ha producido ya dos tipos de, 1o que pudiéramos deno-
minar, supertomates (Van Brunt 1992b). El primero puede madurar en la mata, pero
permaneciendo lirme durante un periodo de tiempo suficiente para permitir su
comercializacidn, micntras que el segundo se puede mantener en la mata, sin madurar,
duranie mds tiempo, con o que, al parecer, se consigue incrementar su contenido en
solidos solublesy, encensecuencia, mejorarsusabor. Lacsuategiaseguidaenel primer
caso ha sido la inhibicion, via RNA antisentido, de una cnzima del frute, la
poligalacturonasa, que ¢s la responsable de la degradacion del cemento intereelular
péctico que se produce durante Ja maduracion. Aungue este procese no alceta
grandemente al ablandamiento del fruto, o al menos no es la dnica degradacian
hidrolitica de componentes de la pared vegetal con incidencia en el referido
ablandameinto (Fischer & Bennett 1991, Picton et af. 1992), si parcce cierto que la
inhibicion de la poligalacturonasaincrementa laresislenciamecdnicay aenfermedades
postcosecha del tomate, caracterfsticas que resultan de gran valor comereial. En el
segundo caso de tomaltes transgénicos, se ha suprimido la biosintesis enddgena de
clileno, Ia fitohormona que descncadena los sucesos bioquimicos que originan la
maduracion (Picton e/ al. 1992). Esto se ha conscguido por varias vias, bienreprimien-
do, también mediante RNA antisentido, las enzimas claves de la ruta biosintética de
ctileno (ACC sintasa y enzima formadora de etileno), o degradando, mediante la



expresion de genes microbianos, los precursores biosintéticos del etileno (SAM 6
ACC) (Knight 1989, Klee et al. 1991, Bouzayen et af. 1992, Picton ef al, 1992, Van
Brunt [992b),

Dentro de la industria alimentaria y de piensos resulla de gran interés la
manipulacion del contenido y caracteristicas de carbohidratos, lipidos y protemas de
determinados productos. Asi, la produceion de superiores cantidades de azicares y
almidén, o ln de almidones con diferentes grados de ramificacion y longitud de cadena,
puede tener influencia en las propicdades lexturales, de almacenamiento y coccion de
diferenies alimentos. Dos enzimas del metabelismo glucidico vegetal que concentran
gran interés son la ADP-glucos pirofosiorilasa (AGP) (Kleczkowski er al. 1991) y la
sacarosafosfalo sintasa (SPS), debido a que suactividad cs un factor determinante de
los niveles de sintesis de, respectivamente, almidon y sacarosa, Recientemente se han
descrito ¢l incremento del contenido de almidn, en patalas transgénicas que habian
recibidoun gen bacteriano de AGP, y el desplazamicntodel reparto del fotosintetizado
hacin mayores niveles de sacarosa, en lomate que habfa sido transformado con un gen
de SPS procedente de tabaco (Worrell er af. 1991, Fraley 1992), Por lo que respecta al
campo de los lipidos, existe un alto interés en la modificacion de la composicion de
dcidos grasos de aceiles vegetzles, tnto desde ¢l punto de vista de su utilizacion en
nutricidn como para posibles usos industriales. También, como se ha indicado pre-
cedentemente, lamanipulacion del grado de insaturacion de los lipidos de membrana
puede ser conveniente, debido a su posible influencia en la respuesta de las planias a
emperaturas extremas, Aunque las anteriores carseleristicas son susceptibles de
manipulacién por téenicas de mejora clisica, no cabe duda que la ingenieria genética
habrd de producirespectaculares avances eneste campo, aunque, tel vez, serd necesario
aguardaraadquiricunamejor comprension de Jos mecanismos bioquimicos implicados
en el reparto especilico de deidos grasos entre triglicéridos y otros upos de lipidos
(Browse & Somerville 1991, Somerville & Browse 1991), Finalmente, y en relacion
con la composicion proteica, podemos destacar que la sobreexpresion de delerminadas
proteinas enddgenas de alto contenido en aminadeidos esenciales o la expresion de
proteinas forineas de estas caracteristicas, son procedimicntos que s estin ensayando
paraincrementarel valornutritivo desemillas. En esta linca, caben destacar los trabajos
encaminados a aumentar el contenido de proteinas ricas en metionina de semillas de
amplio uso en lu preparacitn de picnsos, tales como mafz, que ya contiene un elevado
nivel deeste aminedeido, o soja, quees claramente delicitaria en el mismo (Altenbach
& Simpson 1990). En otro orden de cosas, la expresian heterdloga de las proteinas
vegetales de sabor dulee, monellina y thaumatina 11, se estd experimentando como via
de mejora de la sapidez de ciertas frutas y otros productos agricolas (Witty 1990,
Pefarrubia el al. 1992).

Para terminar este apartado, dejaremos constancia del interds de la uansforma-
cidn de plantas de cara a su utilizacion como reactores en la fabricacion de proteinas
y enzimas de interés en la industria alimentaria, como es el caso de la produceion de o-



amilasa bacteriana en tabaco (Pen et al. 1992), o farmacéutica (Krebbers &
Vandekerckhove 1990), como es el caso de la produccidn en plantas de anticuerpos
(Hiatter af. 1989, Swain 1991), encefalinas (Vandekerckhove et af. 1989), interferén
(De Zoclen e al, 1989) y seroalbimina humana (Sijmons et al. 1990).

3.3. MEJORA DE PROCESOS BASICOS EN NUTRICION VEGETAL

Dentro de este objetivo, de indudable repercusién en la productividad agricola
y en los insumos que ésta necesita, nos referiremos a las posibilidades de intervencién
biotecnaldgica en dos procesos de cspecial significacién respecto al metabelismo
autotrdfico vegelal, cuales son la fijacion fotosiniética del CO, y la fijacion de nitr6-
geno. La enzima clave del primero de los anteriores procesos, la ribulosa bisfosfato
carboxilasa oxigenasa (rubisco), no solo es capaz de fijar CO, (reaccion carboxilasa)
sino también O, (reaccion oxigenasa), hecho ésie que constituye la base de la
fotorrespiracion, proceso opuesto al de fotosintesis del CO, ¥ que, en consecuencia,
disminuye su rendimiento. Por Lanto, la manipualeion de larubisco al objeto de rebajar
suaflinidad por ¢l O, es un objetivo de potencial interés agrondmico que, pese a estar
planteada desde hace algdn uempo, no parece que acabe de dar resultados utlizables
anivel prictico. No obstante, los avances conseguidos en los estudios sobre biologia
molecular de la rubisco y la posibilidad de modificacion, a voluntad, de la estructura
de la enzima, mediante mutagénesis dirigida, abren buenas perspectivas a corto plazo
(Eckes et al, 1987).

La importancia de lanutricién nitrogenada en el metabolismo vegetal esta fuera
de toda duda, siendo el aporte de este elemento uno de los principales determinanies de
la productividad agricola. A su vez, ¢l fuerte uso de los abonos nitrogenados no sélo
supone un capitulo importante en el costo de las cosechas sino, habida cuenta la alta
solubilidad del nitrégeno nitrico, una preccupante fuente de contaminacién para las
aguas superficiales y subterrineas. Este doble problema tiene una tedrica solucién
bioteenoldgica, puestoque existen microorganismos capacesde convertir en amioniaco
el nitrGgeno atmos(érico, todo consistiria en ransmitir por ingenieria genélica 4 los
cultivoslos genes microbianosque codificana lasenzimas y cofactores necesarios para
llevara cabo este proceso de fijacion de nitrdgeno. De hecho, la transferencia a plantas,
yconcretamente acereales, de esta capacidad lijadora de nitrGgeno, es un objetivo que
[recuentemente se esgrime como paradigma de los logros posibles en biotecnologia
agricola. Sin emburgo, tal objetivo no s6lo no se ha alcanzado adin, sino que cada vez
s¢ duda mis de su conveniencia, habida cuenta la complejidad, a nivel genético, del
proceso de fijacion de nitrdgeno, ka gran labilidad del sistema enzimdtico implicado,
la nitrogenasa, que sélo trabaja en microambienles anaerobios, y el elevado coste de
energiametabélicadel proceso, loque, casode serransferidoacosechas, indudablemente
redundaria en pérdidas sensibles de productividad. Asi lus cosas, la investigacion
bioteenoldgica en estadrea se centraen metas mis modestas. Puesta que los organismos
lijadores denitrégeno son microorganismos simbidticosode vida libre, y, priicticamente,



¢l (inico beneficio agrondmico, de ahorro de fertilizantes nitrogenados, que se obtiene
de esta actividad microbiana se deriva de la asociacion simbidtica entre baclerias del
£¢nero Rhizobium y plantas de la familia de las leguminosas, resultan destacables una
serie de actuaciones bioleenoldgicas, algunas de las cuales ya han rendido frutos de
interés aplicado, encaminadas a mejorar las asociaciones simbidticas tradicionales, a
Propiciar oiras nucvas ampliando el espectro de huéspedes vegetales de Rhizobium y
» finalmente, a conseguir un provecho agricola de la fijacién de nitrdgeno que llevana
cabo determinadas bacterias de vida libre (Brill 1981, Eckes ef al. 1987, McCormick
1988, Bryant 1991). Actuaciones en progreso que parccen muy importantes para la
consecucinm de los objelivos anieriores son: 1) el mejor conocimiento de los genes
bacterianos que controlan lainicraceion conlaplantahuésped, genes nod o de nodulicion,
y del mecanismo de activacion por seiiales especilicas de ésta; 2) la utilizacidn
comercizl, como incculantes, de cepas de Riizobium mejoradas, por mulagénesis o
ingenierfa genética, que son capaces de producir mayor cantidad de nitrogenasa o
desarrollar ¢l proceso con un menor coste energético, al contar con un sistema de
hidrogenasa; y 3) la consecucion de infeccion por Rhizobiwm de algunas especies
vegetales que no son huéspedes de la bacteria y la adherencia a rafces de bacterias de
vidalibre, como Azoiobacter vinelandti, capaces de fijar nitrGgeno, De cara a un mejor
aprovechamientoagrondmico de la [ijacion de nitrdgeno poromganismos de vida libre
y simbidticos resuliarfa muy deseable manipular la nitrogenasa de formaque lacnzima
1o fucra reprimida por el nitrdgeno amoniacal y, de ser posible, no resultase inhibida
por el oxigeno molecular, logros ambos que no parccen de consecucidn inmediata.

4. VISION GLOBAL DE CONJUNTO Y ALGUNAS CONSIDERACIONES
FINALES SOBRE LA BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

Haciendo un gran esluerzo de sintesis, podriamos resumir la situacién actual de
la Biotecnologia Agricola con la cscueta alirmacidn de que su potencialidad supera a
las realidades conseguidas. Los mayores avances se han producido en el drea de las
aplicacionesdel cultive de células y iejidos vegetales, mientras que en la médsnovedosa
de laingenieria gendtica de plantas las cosas van mds lentas. Asi, aunque se han logrado
espectaculares éxitos en la ransformacidn y regeneracion de plantas fértiles en
practicamente todas las especies de alto interés agrondmico, ain no se ha conseguido
el aprovechamicnto comereial de ninguna planta transgénica y las realizaciones que
parccen de mds inmediata aparicion en ¢l mercado son mis bien escasas, @nto por lo
que hace refernecia a las caracteristicas como a las especies vegetales manipuladas,
Podemos calibrar mejor este aspecto si consideramos que de los 88 permisos conce-
didos ¢l pasado afio de 1991 en USA, por ¢l Servicio de Sanidad Animal y Vegetal del
Departamento de Agricultura, para hacer pruebas de campo con plantas transgénicas
(Andnimo 1992), el 60% de 1os casos correspondieron, casi en proporciones idénticas,
a ensayos de resisiencia a herbicidas, a insectos (mediante expresién de la toxina Br)
y @ virus (mediante expresion de la proteina de la cubierta), mientras que la mitad de
las pruchas restantes abarcaron a cinco caracteristicas diferentes (desde ¢l control de



Jamaduracién entomate ala modificacion de lacomposicion grasade lacolza) y laotra
mitad se refirieron ala expresion de caracteres de interés no directamente agronémico.
[il 80% de las prucbas anteriores se realizaron con sélo seis especies, concretamente
patata, maiz, lomate, algodén, tabaco y soja.

Losavancesde laingenieria genéticade plantas, que presumiblemente acabardn
constituyendo la aportacién mds importante de la Biotecnologia Agricola, se ven
retardados por una seric de dificultades cientificas y 1éenicas, pudiéndose destacar,
entre las primeras, los adn escasos conocimientos bdsicos que se poseen sobre el
crecimicnto y desarrollovegetal y sobre laestructura, funcidn y expresion delos genes
que controlan caracteristicas de gran importancia agrondmica (Vasil 1990), mientras
que, respecto a las segundas, resulta limitante que los métodos de transformacién s6lo
permitan la transferencia de un ndmero muy pequenio de genes. Pero, ademds, existen
lambién dificultades de otro Lipo, enlre las que, sin pormenorizar, podriamos destacar
el rechazo queen determinados sectores sociales recibe la ingenieria genética, laduda,
manifestada por empresas del sector, de que los hallazgos puedan ser eficazmente
protegidos porunas legislaciones sabre patentes que son altamente heterogéneas en los
diferentes paises del mundo, y los altos requisitos que pueden ser necesarios para la
aprohacion final de productos obtenidos por ingenieria genctica.

Queda, finalmente, por plantear una cuestion esencial, cual es la posible
repercusion que para la agricultura de los paises del tercer mundo puede tener ¢l
desarrollo de la Biotecnologia Agricola, Para algunos, como Robert Fraley, vicepresi-
dente de lacompaiianorteamericana Monsanto, una firma lider en el mercado mundial
de agroquimicos y semillas, que se ha caracterizado, ademds, por haber apostado muy
fuerte por la ingenierfa genética de plantas, los avances en este Lerreno beneliciardn a
todos, incluidos los paises pabres, ya que todos tendrin ficil acceso a los mismos por
la via, tradicional y poco onerosa, de la semilla (Gasser & Fraley 1992). Sin embargo,
otros no han opinado de la misma forma, habiendo mostrado su especial preccupacion
porque la posible revolucién génica aplicada a la agricultura, al igual que en su dia
ocurricra con larevolucion verde, sélo pueda ayudara los paises menos deslavorecidos
del tercer mundo, y adn asi, dentro de éstos, a los grandes agricultores mds que a la
mayoriade lapoblacién agricolaque, en estos paises, la forman pequefos granjeros que
llevan a cabo una agricullura de subsistencia, Problemas, con especial repercusion
negativa para el tercer mundo, como la sustitucion, para la ebiencidn de determinadas
materias primas, de cosechas tradicionales por otras, la excesiva industrializacion de
la agricultura, o el aumente de la dependencia tecnoldgica en la prdctica agricola,
podran incrementarse, con bastante probabilidad, como consecuencia de los avances
biotecnoldgicos (Bukman 1989). Aunque quepa alguna duda sobre la posicién del
punto de cquilibrio entre ambas posturas, si parece que deba uno congratularse por el
amplio eco que las anteriores objeciones estin eniendo en el mundo occidental,
promovido especialmente desde determinados paises como Holanda (Bunders 1988,
Cohen 1989, Sarink 1989, deGraal 1991, King 1991, Hodgson 1992), por lo que pueda



servir para propiciar proyectos bicteenologicos encaminados al tercer mundo. Para
disipar dudas sobre la necesidad de este tipo de proyectos, baste recordar que de las
grandes cosechas mundiales, tal ve la Gnica que aiin no ha sido transformada sea la
mandioca, la base de la alimentacin de buena parte de Alrica.

Como conclusion, se podria convenir que la Bioteenologia Agricola es actual-
mente més una posibilidad bicn fundamentada que una realidad conerela, que necesila
una especial atencion que evile algunos efectos polencialmente negativos para el medio
ambiente y la introduceidn de desequilibrios perjudiciales para el tercer mundo, v,
sobre todo, que merece un apoyo decidido al constituir una de las pocas vias capaces
de dar enfoques novedosos a la solucidn de los problemas con que se enfrenta hoy la
agricultura. Terminaré, entrandao en el terreno de los deseos utdpicos, haciendouna viva
recomendacion. Consiste ésta en que el parque teenoldgico, que aparece incluida en la
propuesta de disefo del nuevo Campus de esta Universidad en Rabanales, se rebautice
como parque bioteenoldgico agroalimentario, y que su promocion y desarrollo sean
considerados como una tarea prioritaria no sélo por nuestra Universidad sino también
por nuestras autoridades locales y autondmicas. Muchas gracias por su atencidn,
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