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INTRODUCCION

Las proyecciones americanas acerca del mercado mun-
dial de productos de la biotecnologia hacen prever que en-
tre un 25 y un 40% de este mercado hacia el afio 2000
correspondera a aplicaciones en la agricultura. Unicamente
el mercado de aplicaciones farmacéuticas tendria un vo-
lumen superior a éste. En estas previsiones agricolas se
incluyen aplicaciones veterinarias que con la congelacién
de embriones, microinyeccién de dvulos fecundados Y pro-
duccién de vacunas representar sin duda una buena parte
de este mercado. Sin embargo, las aplicaciones a sistemas
vegetales pueden afectar directamente en diferente medi-
da a las industrias de las semillas, de abonos o pesticidas
e indirectamente a las industrias farmacéuticas, quimicas
y de la alimentacién. Por ello no es de extrafiar que las
multinacionales de estas areas hayan invertido sumas con-
siderables en poner a punto estas nuevas tecnologfas.

Las actuales técnicas, desarrolladas a una creciente ve-
locidad en los dltimos cinco afios, pueden permitir el de-
sarrollo de variedades con propiedades que afecten el con-
sumo de productos para la agricultura. Es posible que se
consigan variedades que necesiten un menor consumo de
abonos (un mercado de 10.000 millones de délares en
1983 sblo en USA), una mayor resistencia al stress y al
ataque de patégenos, insectos o hierbas (que representan
una pérdida media de mas de un 40% de la produccién
agricola més unos costes de 4.500 millones de délares en
pesticidas en 1983 sélo en USA) o la obtencién de varie-
dades de plantas que presenten un valor nutricional in-
crementado o que produzcan sustancias de interés eco-
némico en cantidades interesantes. Por otra parte estas téc-
nicas pueden tener a corto plazo un impacto importante
en la industria de semillas con unas ventas de aproxima-
damente 20.000 millones de délares en el mundo en 1982
v con un crecimiento anual de entre un 3 a un 5%. Por
todo ello se comprende la respuesta de un vicepresidente
de Hoffman-La Roche preguntado acerca de las razones
de su empresa por entrar en las técnicas mas avanzadas
de la biotecnologia: “Es arriesgado no estar en este nego-
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Hace decenas de miles de afios que el hombre hace
biotecnologfa con las plantas. Tanto es asf que algunas de

NP

Q 323/90

las especies que hoy dia utilizamos han sido tan manipu-
ladas que ignoramos incluso con certeza como era la planta
salvaje. Es el caso del mafz, por ejemplo. Las técnicas uti-
lizadas de forma empirica durante siglos han adquirido una
gran eficacia con el advenimiento de la genética como cien-
cia. Gracias a las técnicas de la mejora genética la produc-
cién por hectérea de cultivos como el maiz se ha multipli-
cado por cuatro en sélo cuarente afios v gracias a la intro-
duccién de variedades mejoradas de trigo un pais como
la India con déficits de cereales tradicionales se ha con-
vertido en exportador neto. Esta tecnologia que podria-
mos denominar “clésica” no estd agotada ni mucho me-
nos, en particular en lo que respecta a su aplicacién a nue-
vas especies. En realidad las especies vegetales que tie-
nen una importancia econémica en la actualidad no son
mas de treinta y sobre todo cuentan en el mercado mun-
dial los cereales y las leguminosas, es decir, una docena
de especies. Se comprende el interés actual por explorar
especies distintas, en particular las procedentes de climas
tropicales, tantc por su interés en la alimentacién de los
pobladores de esas zonas como por la posibilidad de utili-
zar sustancias que son sintetizadas per ellas.

Entre lo que podemaos denominar técnicas clasicas, en
el sentido de que no utilizan la tecnologia del DNA recom-
binante, debemos mencionar los cultivos celulares. la uti-
lizacién de protoplastos, los cultivos de células en suspen-
sién y los cultivos en ambiente controlado como otras tan-
tas tecnologias cuya utilizacién sistermética va a tener una
influencia decisiva en los cultivos del futuro. Sin embargo
ninguna de ellas introduce variaciones dirigidas en la do-
tacidén génica de las especies tratadas. En estos casos se
realiza una utilizacién a fondo la variabilidad espontanea
o provocada de las especies. Ello permite comprender la
gran importancia que todas las naciones estan dando a la
conservacién de variedades, los denominados bancos de
germoplasma, v a que estos bancos estén accesibles a to-
dos. Con el desarrollo de la tecnologia del DNA recombi-
nante en la actualidad podemos introducir en las plantas
genes de procedencia externa ya sea de otras plantas, de
animales o bacterias o incluso sintéticos, con ello la varia-
bilidad que podemos introducir en ellas, no tienen més li-
mite que el de la imaginacién humana. De ahf la atencién
de quienes trabajan con plantas hacia las técnicas de la
ingenieria genética.
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La fermentacién alcohdlica es de las que mas produc-
{os diferentes pueden llegar a producir. En nuestra latitud
la produccién de vino, cava y cerveza son las de més to-
nelaje. En otros pafses menos calidos tiene mayor impor-
tancia la produccién de otras bebidas obtenidas directa-
mente por fermentacién (shake) o por destilacion de las
anteriores, como es el caso del whisky, ginebra, vodka,
brandy, cognac, etc.

Los derivados lacticos (quesos, yogurt, etc.) tienen una
gran aceptacién en nuestra sociedad, en parte debido al
exceso de leche en Europa.

Otro producto de gran produccién, aunque en menor
volumen que los anteriores, son las levaduras panificado-
ras. Otra actividad que ha llegado a ser industrial es el cul-
tivo de hongos, tales como champifiones, pleurotus, leu-
tinus, etc. Los aditivos condimentarios, tales como estabi-
lizanles (ac. lactico, ac. citrico), saborizantes (glutamato,
aspartato, ...}, esencias, espesantes (almidén, polisacari-
dos) son productos cada vez mas utilizados en prepara-
dos comerciales denominados bajo el adjetivo de “cocina
rapida’.

En el apartado de alimentacién animal, los piensos ob-
tenidos a partir de hidrolizados de proteinas de microor-
ganismos son procesos actualmente totalmente desarro-
llados v competitivos frente a los piensos clasicos a partir
de forrajes.

SECTOR AGRICOLA

A fitulo de recuerdo sdlo se nombrard la produccion
de antibiéticos, vacunas y proteina microbiana, por ser los
productos de mayor tonelaje. Los nuevos productos en
este sector son los bioinsecticidas de origen bioldgico; siem-
bra de semillas infectadas con Rhizobium sp. (bacterias ca-
paces de fijar el nitrégeno atmostérico) creando nuevas
simbiosis con plantas no leguminosas; produccién de abo-
no mediante lombrices rojas de California (las lombrices
son capaces de producir un abono peletizado de alta cali-
dad a partir de la fraccién organica de los residuos sélidos
urbanos), ademas de ser ellas la materia prima de la pro-
tefna empleada en piensos animales; mejora de la genéti-
ca tanto animal como vegetal; mejor conservacién de las
cosechas (conservacién en silos con atmdsfera inerte); y
mejoras en la zootecnia (ganaderia, piscicultura) entre otros
temas de .menor importancia.

SECTOR DE SERVICIOS

El proceso biotecnolégico que mueve mayores vola-
menes de materia son los de depuracién bicldgica de resi-
duos. De los diferentes residuos, el de mayor volumen es
el de aguas residuales urbanas e industriales. Se han de-
sarrollado procesos de alto rendimiento, tanto aerobios co-
mo anaerobios, para su depuracién. Los procesos mas ex-
tendidos son: aireadores, estanques de oxidacién, culti-
vos bacterianos, método de contacto, etc. En i, la elimi-
nacién de residuos, es un proceso en que se consume
energia en la mayoria de los casos, Gnicamennte en los
procesos muy integrados en los que se produce biogas v
el residuo es procesado para abono puede compensar eco-
némicamente. Le sigue en tonelaje el tratamiento de los

residuos solidos, tanto urbanos como industriales. Aun-
que el proceso méas utilizado en la actualidad en nuestro
pafs sigue siendo el vertido controlado, existen métodos
alternativos, como es el de reciclaje de materias primas,
el compostaje o el vertido con recuperacién de energfa (di-
gestioén anaerobia) .

Los beneficios de la eliminacidn de residuos no son tan-
gibles directamente, sino a través de la mejora de la cali-
dad de vida v de la conservacién del medio ambiente, sin
perder por ello potencial econémico ni industrial.

Debido a la gran importancia que tienen los procesos
de gestion de residuos, se pasard, en posteriores articulos
de esta misma serie de grandes aplicaciones, una cumpli-
da revision a los procesos existentes més utilizados, tanto
para residuos liguides como solidos.

APARATOS PRODUCCION' AGUA
ULTRAPURA TIPO | GRADO
REACTIVO

SATION 9000

Aqua ulirapura exenta de sales materia organica,
bacterias y pirogenos (agua tipo | segun ASTM,
CAP y NCCLS). oy

HAsation

SATION, S.A. Luchana, 77

08005 Barcelona - ESPANA
Tel. (93) 300 75 13 : i
Telex 97200 STHC-E

Fax (93) 309 33 64
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LA TRANSFORMACION DE VEGETALES

Si las predicciones sobre las aplicaciones de las técni-
cas més avanzadas de la biotecnologia son tan optimistas
¢llo es debido al avance espectacular de estas tecnologfas
en los dltimos afos. En particular hay que destacar los
avances en las técnicas de transformacién de vegetales.
Se trata de la introduccién en las plantas de genes previa-
mente clonados. Esto quiere decir que es posible introdu-
cir en plantas fragmentos de DNA de procedencia cual-
quiera para tratar de hacerlos funcionar en sus células. El
éxito de tales técnicas se debe a dos factores, Por una parte
a que introducir DNA en células vegetales ha demostrado
ser mas facil de lo que podia preverse a priori y por otra
parte a que si bien no es posible obtener un anirhal adulto
a partir de una célula en cultivo si es posible hacer esto
en los vegetales: es posible regenerar plantas normales a
partir de células en cultivo. Las técnicas de regeneracion
de plantas a partir de cultivos es uno de los temas de la
comunicacién siguiente.

Introducir DINA en células vegetales puede hacerse por
varias técnicas distintas. En algunos casos estas técnicas
son comunes a las utilizadas en sistemas animales. Se tra-
ta de la microinyeccién y de la transformacién directa. La
microinyeccién consiste en la introduccién en una célula,
generalmente en su nicleo, de una pequena cantidad de
una disolucién que contiene el DNA con el que se quiere
transformar la célula. La tranformacién directa de las cé-
Julas se consigue precipitando DNA sobre un cultivo celu-
lar gracias a un agente coo el polietilenglicol o el fosfato
calcico. Una forma de aumentar la eficiencia de la trans-
formacién directa consiste en someter la células a una des-
carga eléctrica que produce poros en su membrana celu-
lar, es la llamada técnica de la electroporacion. La trans-
formacién directa de protoplastos se ha demostrado via-
ble para un gran nimero de especies incluyendo los ce-
reales, habiéndose publicado recientemente la transforma-
cién de protoplastos de mafz, la regeneracién de plantas
a partir de estos protoplastos no se ha conseguido toda-
via. Hay que tener en cuenta que la transformacién direc-
ta asi como en muchos casos la microinyecciéon debe rea-
lizarse no sobre células vegetales sino sobre protoplastos,
células a las que se les ha digerido la pared celular. Las
técnicas de preparacién de protoplastos viables y de rege-
neracién de plantas a partir de ellos estan por el momen-
to disponibles para un pequefio nimero de especies ve-
getales. L.a microinyeccién tiene una alta eficiencia de
transformacién pero es una técnica laboriosa, la electro-
poracién, pasa necesariamente por la preparacion de pro-
toplastos, es de baja eficiencia pero puede hacerse muy
facilmente v sobre cantidades relativamente grandes de cé-
lulas. La viabilidad de la técnica de transformacién directa
ha sido demostrada en los Gltimos meses y la microinyec-
cién esti siendo probada en varios laboratorios sin que por
el momento haya sido completamente demostrada su via-
bilidad.

Una alternativa al uso de las técnicas anteriormente
descritas es el uso de los vectores naturales de transfor-
macién, una de las alternativas es el uso de virus. Unos
pocos virus vegetales tienen su genoma en forma de DNA
de doble cadena. De ellos los caulimovirus y en particular
el virus del mosaico de la coliflor han sido estudiados ex-

tensamente. Su manipulacién “in vitro” es muy simple y
la transformacién de plantas muy eficaz y sencilla. Sin em-
bargo los estudios realizados con este virus demuestran que
su utilizacién como vector puede presentar problemas de
dificil solucién. En particular estos vienen por una parte
de su limitado espectro de infeccién, las cruciferas, en el
caso del virus del mosaico de la colifor, v sobre todo por
otra parte del hecho de que por las condiciones de su en-
capsidacién sélo es posible introducir fragmentos muy pe-
quefios de DNA en la planta, del tamafio de genes pe-
quefios. Se ha conseguido transferir a una planta el gen
de resistencia a un antibiético. Una Gltima desventaja es
que estos virus no parecen integrarse en el genoma y en
una parte de su ciclo de replicacién utilizan al parecer una
transcriptasa inversa la cual produce un nimero elevado
de errores en las secuencias no esenciales para su replica-
cién. A pesar de estos inconvenientes los virus de DNA,
caulimovirus y también geminivirus, virus de DNA de una
sola cadena, contintian siendo explorados como posibles
vectores de transformacion.

La transformacién de vegetales tiene una alternativa
muy favorable. Se trata de la utilizaciéon de las propieda-
des de oncogénicas de los plasmidos de las especies de
Agrobacterium. Se trata de bacterias del suelo, Agrobac-
terium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes las cua-
les producen tumores al infectar plantas heridas. Se ha de-
mostrado que estos tumores aparecen debido a la produc-
cién de hormonas vegetales que estd dirigida por genes
que se hallan en plasmidos de la bacteria. Estos plasmi-
dos, denominados Ti o Ri, poseen una parte de su DNA,
el DNA T, que es transferido a la planta integrandose en
su genoma nuclear. Los plasmidos Ti han sido ampliamen-
te manipulados para conseguirse una transformacion efi-
caz de las plantas v que pueden regenerar plantas norma-
les tras su transformacién. Es posible manipular fragmen-
tos de los plasmidos Ti en Escherichia coli para insertar
en el DNA T el gen que se desee introducir en la planta,
traspasar el plasmido Ti modificado a Agrobacterium y de-
jar que los mecanismos de infeccién de esta bacteria ac-
tiian para transferir el DNA a la planta. Se ha demostrado
que con esta metodologfa pueden regenerarse plantas con
apariencia normal que contienen de forma estable y fun-
cional genes de cualquier origen, bacteriano, vegetal o ani-
mal. De esta forma se han conseguido plantas que con-
tienen genes de resistencia a antibiéticos o a herbicidas,
genes del interferén humano o de heat-shock de Droso-
phila y que expresan y responden adecuadamente a su
induccién natural, genes de otras plantas que conservan
su capacidad de ser inducidos por la luz o que se expre-
san finicamente en la hoja o en el grano, etcétera. Agro-
bacterium se ha convertido de esta forma en el mejor “in-
geniero genético” de plantas de que se dispone. Una ven-
taja de Agrobacterium es que puede infectar protoplastos
pero también plantas adultas o células en cultivo. Posee
también desventajas que son en particular el espectro re-
lativamente limitado de su accién. Agrobacterium infecta
fundamentalmente a la dicotiledéneas con lo que plantas
de gran interés econémico como los cereales quedan fue-
ra de su campo de accién aunque ya se ha demostrado
la transformacién de alguna monocotiledénea y la mani-
pulacién de los plasmidos Ti para ampliar su espectro de
infeccidn continda. El uso de Agrobacterium ha hecho que
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sean las células vegetales de las especies adecuadas uno
de los sistemas mas féciles de transformar que se posee.

Un altimo elemento cuya utilidad en la transformacion
de vegetales se esta explorando son los transposones. Des-
de el descubrimienta en los afios 40 de estos genes capa-
ces de saltar entre distintas posiciones en el genoma su
aislamiento fisico es hoy una realidad. Los transposones
han sido una herramienta de gran utilidad en la transfor-
macion de embriones de animales, en particular en Dro-
sophila. Su aislamiento en el maiz desde hace dos afios
posibilita su utilizacién en las plantas en combinacién con
alguna de las técnicas de transformacién anteriormente
descritas. Su utilidad real en estos sistemas debe todavia
demaostrarse.

Gracias al uso de la transformacion con el sistema
Agrobacterium se ha conseguido introducir genes exdge-
nos en el genoma nuclear de plantas. Un caso aparte lo
ocupa el genoma cloroplastico o mitocondrial. Las técni-
cas de cultivos celulares y fusion de protoplastos permiten
la obtenciéon de hibridos celulares entre especies o varie-
dades en las que el nicleo procede de una de ellas v el
cloroplasto o la mitocondria de otro. Una cuestién distin-
ta es la transformacién de estos organulos con DNA pre-
viamente aislado. Un trabajo sobre la transformacion de
cloroplasto ha sido publicado aunque esta transformacién
es inestable y es necesaria la presencia continua de anti-
bidtico para mantenerla. Lo que si se ha conseguido es
hacer funcionar el sistema de transporte de proteinas in-
tegradas en el genoma nuclear hasta el cloroplasto cons-
truyendo un polipéptido hibrido que contiene la sefial que
dirige la proteina hasta el cloroplasto y la proteina que se
quiere introducir en él. La modificacién del contenido pro-
teico del cloroplasto es de una gran importancia teniendo
en cuenta su papel decisivo en la transformacién de la ener-
gia en las plantas y que en él residen algunas de las resis-
tencias a herbicidas.

Si bien la técnica de transformacién de vegetales, en
particular gracias al uso de los plasmidos de Agrobacte-
rium, ha sido desarrollada con gran éxito y ha aportado
ya informaciones importantes sobre el funcionamiento de
los genes en vegetales no es menos cierto que no hay pro-
ducto alguno en el mercado gue provenga de su uso. Los
primeros permisos para el ensayo en el campo de plantas
con tolerancia a herbicidas obtenida con estas tecnologias
estan sobre la mesa de las agencias americanas y se supo-
ne que na encontraran los problemas del uso de bacterias
manipuladas. L.a modificacién del genoma de plantas pa-
ra incrementar la resistencia a herbicidas, a infecciones,
para aumentar el contenido en algin factor de importan-
cia para el valor econdmico de las plantas, para modificar
el metabolismo secundario de plantas de forma a incre-
mentar la produccién de alguna sustancia concreta, o pa-
ra que cultivos celulares en suspensién o plantas enteras
produzcan alguna sustancia de interés industrial o farma-
céutico son algunas de las tendencias actuales en los la-
boratorios de biotecnologia avanzada.

LA MANIPULACION DE BACTERIAS

Si la transformaciéon de vegetales superiores es ya un
hecho, no lo es menos que la mayoria de los estudios de

ingenieria genética se llevan a cabo a través de la manipu-
lacién de bacterias. En sistemas vegetales esio tiene una
gran importancia desde distintos puntos de vista. Es im-
portante tener en cuenta que las técnicas de transforma-
cién no son de ninguna utilidad si no hay genes con los
que transformar la planta o si una vez el gen introducido
en el vegetal se expresa sin un tipo de regulacién apropia-
do o perturba de forma importante el metabolismo de la
planta. Son por tanto tareas esenciales en el momento pre-
sente profundizar en el conocimiento de como funcionan
los genes en los sistemas vegetales y acumular genes ais-
lados de interés ya sea para transferirlos a otras especies,
para ser modificados o para entender como funciona el
metabolismo de los sistemas que se pretenden modificar.
Para ello la biologia molecular actual posee las herramien-
tas esenciales del clonaje molecular en bacterias. Estas téc-
nicas no difieren en lo esencial cuando son aplicadas en
vegetales respecto a cuando son aplicadas en animales.
Es cierto sin embargo que la investigacion en los sistemas
vegetales lleva varios afios de retraso con respecto a los
sistemas animales aungue el éxito de las técnicas de trans-
formacién han atraido hacia las plantas a un namero cre-
ciente de grupos v de inversiones.

Aparte del interés basico del uso de las técnicas de clo-
nacidn en bacterias y de su caracter de etapa esencial en
la manipulacién de las células superiores existen algunas
aplicaciones importantes de estas técnicas. Alguna de las
mas evidentes proceden de la posibilidad de detectar con
enorme sensibilidad secuencias de DNA o RNA cuando
éstas han sido previamente clonadas. Las sondas de DNA
para la deteccién de virus comienzan a ser utilizadas en
sistemas animales, esto puede ser también una realidad
en virus de vegetales. Con igual facilidad puede detectar-
se la presencia de genomas de diversas especies en una
variedad determinada de cardcter hibrido. Asimismo si se
dispone de sondas de DNA adecuadas pueden determi-
narse polimorfismos en genes concretos que ayuden tan-
to en la definicién de variedades como para el mejorador
genético en el seguimiento de carécteres génicos bien
definidos.

Es también de gran interés la manipulacién de bacte-
rias que viven en simbiosis con especies vegetales. El ca-
so de las bacterias que han sido modificadas para evitar
los efectos de las heladas es bien conocido. Un ejemplo
de una importancia muy superior son las bacterias que in-
tervienen en la fijacidén del nitrégeno atmostérico. De en-
tre ellas, las del género Rhizobium viven en simbiosis con
las lequminosas. Varios laboratorios estan trabajando en
la posibilidad de que mediante su manipulacién sea posi-
ble adaptarlas a una simbiosis con otro tipo de especies.
Igualmente otras especies bacterianas que pueden vivir en
contacto con especies vegetales de interés econémico es-
tan siendo modificadas para introducir en ellas genes de
fijacién del nitrégena o para optimizar los que ya poseen.
No hace falta destacar el efecto sobre el mercado de abo-
nos nitrogenados que experimentos de este tipo realiza-
dos con éxito pueden tener.

Para terminar hay que hacer notar que las técnicas de
ingenieria genética en plantas requieren unos apoyos ex-
ternos decisivos. Por una parte su éxito depende de la dis-
ponibilidad de unas adecuadas metodologias que permi-
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tan la obtencién de plantas ttiles en el campo. Entre éstas
hay que destacar los cultivos “in vitra” v la mejora genéti-
ca clasica sin las cuales la planta obtenida en el laborato-
rio dificilmente pueda llegar al campo. Por otra parte es
posible que sea preciso en los casos de plantas altamente
manipuladas su crecimiento en ambientes controlados con
lo que las técnicas de los cultivos de células en suspension
o de cultivos bajo cubierta pueden ser esenciales. Todo
ello nos indica que en el estado actual de las técnicas las
aplicaciones de la ingenierfa genética a sistemas vegetales
es posible tengan interés por una parte como técnicas de
apoyo a la mejora genética y por otra sean aplicables cuan-
do el valor anadido que se obtenga sea suficientermente
importante. En cualquier caso los posibles resultados pue-
den incidir de forma importante en multitud de campos
relacionados con la agricultura.
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