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V. CAPITULO 1

Aportes de la citogenética al
estudio de genomas vegetales

Lidia Poggio, Gonzalez Graciela,
Ferrari Maria Rosa, Garcia Ana Maria,
Wulff Arturo, Greizerstein Eduardo,
Toémas Pablo y Schrauf Gustavo.

Dedicado a la memoria del Dr. Carlos Alberto
Naranjo.

1.- Introduccién

La Citogenética fue definida como la discipli-
na que estudia el comportamiento y la estruc-
tura de los cromosomas y su relacion con la
transmisién y recombinacion de los genes. La
citogenética clasica proporciona diferente nivel
de analisis que la citogenética molecular, y am-
bas contribuyen a los estudios taxonémicos,
evolutivos y de gendmica estructural y funcio-
nal, aplicables en procesos de mejoramiento
genético convencionales o biotecnoldgicos.

Los principales estudios de la citogenética
clasica se basan en la determinacion de las ca-
racteristicas del cariotipo y la identificacion cro-
mosomica mediante técnicas de tincion con-
vencionales y bandeo cromosdmico. También,
se evalua el tamarfio del genomay se analiza el
comportamiento meiético de los cromosomas
en razas, especies, hibridos y poliploides.

Los estudios citogenéticos permiten anali-
zar la presencia de cromatina introgresante en
cultivos y especies naturales, contribuyendo al
estudio de la transferencia de genes en progra-
mas de mejoramiento. En el area agronémica,
por ejemplo, facilitaron la construccion de va-
liosos stocks de trigo como monosémicos, dite-
losémicos, dobles ditelosémicos, nulisémicos
y lineas con deleciones que fueron utiles para
realizar estudios genéticos y mapas fisicos.

En planes de conservacion de la biodiversi-
dad la citogenética evalua los danos genéticos
que los taxones puedan sufrir por el sistema de
preservacion de las semillas o por el impacto
de la polucién ambiental.

Las técnicas de citogenética molecular (hi-
bridacién in situ) combinan informacién citolo-
gica clasica con informacion molecular de las

secuencias y permiten realizar estudios de
mapeo y de distribucion fisica de secuencias,
analizar relaciones evolutivas entre especies y
estudiar la organizacion del genoma y la arqui-
tectura nuclear. Los resultados que se obtienen
mediante la aplicacion de estas técnicas faci-
litan estudios de sistematica, filogenia, biodi-
versidad, evolucion, mejoramiento y biotecno-
logia.

Las técnicas de hibridacion in situ (ISH) se
refieren al FISH (Fluorescent In Situ Hybridiza-
tion) o GISH (Genomic In Situ Hybridization),
segun que se utilicen como sonda secuencias
particulares o ADN gendmico total, respectiva-
mente, y seran explicadas en el apartado 5 de
éste capitulo.

Resultados obtenidos por nuestro grupo de
trabajo, que se expondran en el presente ca-
pitulo, ejemplifican como la citogenética permi-
te profundizar en el conocimiento del origen y
evolucion de cromosomas y genomas comple-
tos, localizar genes o regiones cromosoémicas
de interés agrondémico y resolver problemas
sistematico-evolutivos. Estos aportes contribu-
yen al desarrollo de programas de conserva-
cion de recursos genéticos y biodiversidad.

2.- Analisis del cariotipo
El complemento cromosdmico de una espe-
cie, o cariotipo, se refiere a la apariencia feno-
tipica de los cromosomas en metafase mitotica
tomando en cuenta las siguientes caracteristi-
cas:
*  Numero basico (x), numero gamético (n)
y numero somatico (2n).
* Tamafo absoluto y relativo de los cromo-
somas.
* Posicién de los centromeros.
* Numero, tipo y posicién de las regiones
organizadoras del nucleolo.
* Cantidad y distribucion de heterocromati-
na (detectada por bandeo cromosémico).
+ Tamafio del genoma.
* Identificacion cromosodmica mediante la
localizacion fisica de secuencias (FISH).

El nimero basico (x), es el nUmero menor de
cromosomas necesario para que el organismo
sea viable y representa el minimo de cromo-
somas de una serie poliploide. EI numero ga-
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mético (n), es el numero de cromosomas que
llevan las gametas y puede coincidir 0 no con
el nUmero basico, de acuerdo con el nivel de
ploidia de la especie que se trate. El numero
somatico (2n), es el numero de cromosomas
que llevan las células somaticas.

Las caracteristicas del cariotipo son general-
mente constantes en un grupo de especies y
aun de géneros, pero a menudo ocurren varia-
ciones estructurales y/o numéricas que pueden
cambiar el numero, tamano y posicion centro-
mérica de los cromosomas y concomitante-
mente, la simetria del cariotipo.

Los principales rearreglos cromosémicos
responsables de las diferencias cariotipicas
entre grupos taxondmicos pueden modificar
la forma de los cromosomas sin cambiar su
numero como, por ejemplo, translocaciones,
inversiones pericéntricas no simétricas, dupli-
caciones y deficiencias. También ocurren rea-
rreglos que modifican tanto la forma como el
numero y tamano de los cromosomas sin alte-
rar la informacién genética, como las fusiones
y las fisiones cromosomicas. Estos cambios
se denominan disploides, a diferencia de los
aneuploides que producen perdida o ganancia
de cromosomas enteros. Por ejemplo, en la fa-
milia Asteraceae el numero basico ancestral es
x = 9, pero hay géneros en la tribu Astereae
con grupos de especies que tienen x =8, 6, 5
y 4, originadas por cambios disploides. Si es-
tos rearreglos, en condicion heterocigota, po-
seen menor valor adaptativo que en condicién
homocigota, estos ultimos se pueden fijar en
poblaciones pequefas con elevada endocria,
dando lugar a procesos de especiacion cromo-
somica.

El nUmero cromosdmico también puede va-
riar por poliploidia manteniéndose constante el
numero basico. El trigo (x=7) ejemplifica una
serie polipldide compuesta por especies con
2n=14, 28 y 42.

En la familia Fabaceae los procesos de dis-
ploidia creciente y decreciente, tanto a nivel
diploide como poliploide originaron numeros
basicos secundarios y series poliploides modi-
ficadas.

Las fusiones y fisiones cromosdémicas, asi
como hibridacién entre taxones con distinto
numero cromosomico, tanto a nivel diploide

como poliploide serian, en muchos casos, la
causa del surgimiento de nuevos numeros ba-
sicos. Brassica napus (2n =38) posee un nu-
mero basico derivado (x=19) y se originé por
el cruzamiento entre B. campestris (x=10) y B.
oleracea (x=9) y posterior poliploidizacion.

Es interesante destacar que los rearreglos
estructurales mencionados, al modificar la po-
sicion de los genes, pueden cambiar también la
funcionalidad de éstos aunque no se detecten
cambios notorios en la morfologia del cariotipo.

Distintas especies pueden estar aisladas
reproductivamente si el hibrido entre ellas po-
see rearreglos en condicion heterocigota que
ocasionen disturbios en el apareamiento meio-
tico, que determinen esterilidad. Estas espe-
cies pueden poseer pocas diferencias a nivel
bioquimico, molecular o morfolégico pero sus
diferencias cromosomicas las mantendrian ais-
ladas reproductivamente (especies cripticas).

Cuando se realizan estudios cromosémi-
cos comparados no hay leyes o principios que
permitan inferir caracteristicas ancestrales o
derivadas del cariotipo, ya que se pueden en-
contrar grandes diferencias cariotipicas entre
especies relacionadas. Estas variaciones son
dinamicas y no estan relacionadas con com-
plejidad genética u organistica.

Un analisis mas preciso de la variacion cario-
tipica se obtiene empleando técnicas de ban-
deo cromosomico (C o DAPI, entre otros) que
revelan secuencias de ADN altamente repeti-
das y regiones organizadoras del nucléolo, las
que pueden utilizarse como marcadores cro-
mosomicos. La heterocromatina constitutiva es
un componente aditivo del genoma y presenta,
en muchos grupos, variacion intra e interespe-
cifica, la cual puede revelarse por las diversas
técnicas de bandeo cromosémico. Aunque las
regiones heterocromaticas no contienen genes
activos podrian tener importancia en eventos
regulatorios y en el desarrollo y la disposicién
espacial de los cromosomas en el nucleo (Fi-
gura 1Ay B).

Las técnicas de bandeo cromosdmico ofre-
cen marcadores que permiten identificar geno-
mas y/o cromosomas, sin embargo no es posi-
ble conocer las secuencias comprendidas en
dichos marcadores. Por lo tanto, las bandas C
que son similares en tamafio y posicion pueden
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diferir en la composicién de sus secuencias,
las cuales pueden ser discriminadas utilizando
técnicas de hibridacion in situ (Figura2 E 'y F).
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Figura 1: A: Bandeo C en Metafase mitética de
Z. m. ssp. mexicana. La flecha indica una banda
C. B: Bandeo DAPI en centeno. La flecha muestra
una banda de heterocromatina telomérica. C: Dos
grupos de 5 bivalentes Diacinesis de maiz. B: Cro-
mosoma B. N: nucleolo. D: Configuracion meiética
en Diacinesis de maiz x Z. perennis (F1), se obser-
van 51 + 51l + 5 lll y agrupaciéon espacial de los
[I. I: univalentes, Il: bivalentes y lll: trivalentes. E:
Dos grupos asincrénicos de 5 Il cada en Anafase
| de maiz. F: Puentes y fragmentos en Anafase |
de tricepiro. Las flechas muestran los fragmentos y
las cabezas de flecha indican los puentes. G: Aso-
ciacién secundaria de bivalentes en Metafase | de
Senecio madagascariensis. La flecha muestra dos
Il agrupados. H: Desinapsis en Profase | de Z. luxu-
rians X Z. m. ssp. mexicana (F1). N: nucleolo. Barra:
10 um en Fig. A-F y H. Barra: 3 um en Fig. G.

3.- Contenido de ADN. Variacion intra e

interespecifica en el tamafio del genoma

El contenido de ADN se evallua en general
por microdensitometria con tincién de Feulgen
o por citometria de flujo. Se denomina “valor-
C” al contenido de ADN del gameto haploide

y “2C” a la cantidad de ADN gendmico que se
encuentra en el nucleo de células somaticas no
replicadas.

Dado que la poliploidia es un importante
modo de especiacién y muchas plantas con-
sideradas diploides (maiz, Arabidopsis) han
mostrado ser poliploides antiguos, los terminos
“valor C” y tamano del genoma pueden resul-
tar ambiguos en estos casos. En un diploide
ambos términos serian sindnimos. Sin em-
bargo, en un poliploide el “valor C” represen-
ta el contenido de ADN de todos los genomas
ancestrales que lleva el nucleo gamético. En
estos casos es necesario conocer el conteni-
do de ADN del genoma basico “Cx” ya que la
poliploidia s6lo aumenta el “valor C” pero no el
“Cx”. Lo esperado en un poliploide es que el
“valor C” aumente en forma directa con el nivel
de ploidia y que el “Cx” permanezca constan-
te. Sin embargo, en muchos poliploides se ob-
servo que el “Cx” tiende a disminuir a medida
que aumenta el nivel de ploidia. Esto sugiere
que ocurre disminucion del tamano del geno-
ma luego de la formacion del poliploide y que
este fendbmeno podria estar relacionado con el
proceso de diploidizacién cromosémica y ge-
noémica.

Las principales causas de variacién (intra o
interespecifica) del contenido de ADN, descar-
tando la variacion en el nivel de ploidia, son:
aneuploidia, polimorfismo numérico para cro-
mosomas accesorios (cromosomas B), rees-
tructuraciones cromosomicas con pérdida o
duplicacidon de material genético y variacion en
el numero de copias de secuencias no codifi-
cantes.

El tamafio del genoma es muy variable en-
tre grupos de plantas. En Angiospermas oscila
entre 0,05 pg en Cardamine amara 'y 127,4 pg
en Fritillaria assyriaca, variacion que no se en-
cuentra necesariamente relacionada con nivel
de ploidia. La variacién del tamafo del geno-
ma se encuentra, a grandes rasgos, relaciona-
da con diferencias en la complejidad organis-
mica, los virus, por ejemplo, tienen genomas
mas pequefios que las bacterias y éstas a su
vez menores que los eucariotas. Sin embargo,
en organismos superiores se encontré que el
aumento en el valor C no es explicable por la
existencia de mayor numero de genes funcio-



Figura 2: A: GISH hibridando ADN gendmico de centeno sobre Metafase mitética de tricepiro. La sonda de
centeno marcada con digoxigenina y revelada con antidigoxigenina-FITC hibridé sobre 14 cromosomas de
tricepiro (verde brillante). B: FISH hibridando la secuencia ribosomal 45s (pTa71) sobre Metafase mitética
de tricepiro. La pTa71 marcada con biotina y revelada con Cy3 hibridé sobre 5 cromosomas de tricepiro
(sefales naranja). El resto de los cromosomas fueron contratefiidos con ioduro de propidio (rojo). La flecha
sefiala una de las regiones ribosomales hibridadas con pTa71. C: GISH hibridando ADN gendmico de Bro-
mus setifolius sobre Metafase mitética de B. pictus (2n=70). La sonda gendmica de B. setifolius, marcada
con biotina y revelada con Cy3, hibrid6 sobre los 28 cromosomas mas largos de B. pictus (rojo), mientras
que los cromosomas restantes (azul) no hibridaron, a excepcién de minimas translocaciones. D: FISH hi-
bridando la secuencia repetitiva pSc119.2, marcada con biotina y revelada con Cy3, sobre Metafase mitoti-
ca de Elymus scabrifolious. Se observa un patron de bandeo FISH. La flecha indica una de las sefales de
hibridacién. E: Bandeo DAPI que denota las regiones de heterocromaticas denominadas “knobs” (DAPI+)
en cromosomas mitéticos de Z. m. ssp. parviglumis. F: FISH hibridando la secuencia repetitiva de 180pb-
knob sobre la misma célula de Z. m. ssp. parviglumis de la figura E. La sonda fue marcada con digoxigeni-
na y revelada con antidigoxigenina-FITC (sefiales verde brillante). Las sefales de hibridacion muestran a
aquellos “knobs” constituidos por la secuencia de 180pb. En E y F, las flechas indican los “knobs” (DAPI+)
que no fueron hibridados con la secuencia 180pb-knob. G: Diacinesis del hibrido F1 maiz x Z. perennis
(2n=30). Con tincion DAPI se observa su configuracion meiética: 5 | + 5Il + 5 lll. El FISH hibridando la
célula con la secuencia ribosomal 45s (pTa71), marcada con biotina y revelada con Cy3, muestra tres se-
Aales de hibridacion (rojo) sobre un Il (flecha). H: Detalle de |, Il y Il en Diacinesis del hibrido F1 maiz x Z.
perennis (2n=30). H-l: GISH utilizando como sonda ADN gendmico de maiz marcado con digoxigenina y
revelado con antidigoxigenina-FITC. En H se observan un | con sefial de hibridacion (verde brillante) y un |l
sin sefial de hibridacion. En I la flecha muestra a un Il con sélo un cromosoma hibridado (verde brillante).
J y M: FISH utilizando la secuencia ribosomal 45s (pTa71), marcada con biotina y revelada con
Cy3. En J se observan una sefal de hibridacion (rojo) sobre un | y dos sefales sobre un Il. En M
se revelan tres sefiales de hibridacion sobre un lll. J-L: Contratinciéon DAPI. Barra: 10 um.



nales, ya que el contenido de ADN de un alga
unicelular puede ser igual al de una angiosper-
ma lenosa. Esta “paradoja del valor-C” fue re-
suelta cuando estudios moleculares mostraron
que gran parte del genoma consiste en ADN re-
petido que tiene el potencial de cambiar rapida-
mente en numero de copias y alterar el tamafio
del genoma en respuesta a eventos bidticos
y abidticos. Actualmente, esta demostrado que
cambios en el tamafio del genoma involucran
pérdida o ganancia de secuencias repetidas
(elementos transponibles, retroelementos, mi-
crosatélites, macrosatélites, etc). Estas se lo-
calizan en regiones intergénicas y pueden es-
tar dispersas en el genoma o en arreglos en
tandem. Aunque los elementos transponibles
son transcripcionalmente inactivos pueden ac-
tivarse en condiciones de variacion o estrés
ambiental. El estrés genémico producido por
la hibridacion interespecifica y la poliploidiza-
cion, en la naturaleza o como consecuencia de
practicas de mejoramiento, puede, en algunos
casos, producir la amplificaciéon de elementos
transponibles.

En general, la relacion “ADN génico, no gé-
nico” disminuye con el aumento del tamafio del
genoma y en algunas Angiospermas con eleva-
do contenido de ADN las secuencias repetidas
pueden representar hasta el 90% del ADN total.
Esta relacion plantea interrogantes acerca del
origen y funcion del ADN repetido no codifican-
te. Se han analizado las relaciones que existen
entre el contenido de ADN y algunas caracte-
risticas celulares y organismicas, denominan-
dose parametros nucleotipicos a aquellos as-
pectos del ADN nuclear que afectan al fenotipo
independientemente del ADN codificante. En
varios grupos de plantas se ha observado que
las variaciones en el contenido de ADN nuclear
estan correlacionadas positivamente con: vo-
lumen y/o longitud cromosdémica, area y/o vo-
lumen celular, porcentaje de heterocromatina,
longitud del complejo sinaptonémico, duracién
del ciclo mitético y meidtico, latitud y altitud de
crecimiento. Se han encontrado datos que per-
miten suponer que diferencias en el tamafio del
genoma poseen significado adaptativo en la
evolucion, diversificaciéon y adaptacion a distin-
tos ambientes. Algunos autores postulan que

existen mecanismos moleculares que generan
ADN repetido no codificante que actua como
mutageno y/o agente regulador.

La variacion intraespecifica en el conteni-
do de ADN es aun un tépico discutido aunque
existen casos, como el del género Zea, donde
ha sido demostrada inequivocamente. En maiz
(Zea mays ssp. mays) las diferencias en el ta-
mano del genoma radican, principalmente, en
el nUmero de cromosomas accesorios (cromo-
somas B) y en el contenido de heterocromatina
de los cromosomas del complemento regular,
que esta representada en gran parte por blo-
ques heterocromaticos denominados “knobs”.
Estudios citogenéticos clasicos realizados, por
nuestro grupo de investigacion en razas nati-
vas del Noroeste argentino (NOA), revelaron
la existencia de una correlacidon positiva entre
cromosomas B y altitud de cultivo, sugiriendo
un significado adaptativo para estos cromoso-
mas accesorios. Ademas, el analisis de la va-
riabilidad microsatélite en estas razas de maiz
confirmo la participacion de fuerzas selectivas
en el mantenimiento de la correlacion descripta.

La presencia de cromosomas accesorios,
que son heterocromaticos, no codificantes y
sin funciones vitales para el organismo, son
frecuentes en razas nativas de plantas cul-
tivadas tales como maiz y centeno. EI modo
particular de herencia de estos cromosomas,
con mecanismos de impulso que hacen que se
hereden con mayor frecuencia que la esperada
por herencia mendeliana, abre un nuevo cam-
po de investigacion en lo que se refiere a su
utilizacion como portadores de genes utiles en
programas de mejora.

Es interesante senalar que no hay relacion
entre especiacion y contenido de ADN. Por
ese motivo se postulé que la especiacion de-
pendia fundamentalmente de cambios en los
genes codificantes. Sin embargo la gendmica
comparativa ha revelado constancia en es-
tos genes informacionales. En las gramineas,
por ejemplo, el contenido de genes y el orden
de los mismos estan altamente conservados,
mientras que la cantidad de ADN repetido ha
cambiado considerablemente. Estos hallazgos
llevan a investigar el rol de las secuencias de
ADN repetido en los procesos de especiacion.
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4.- Andlisis meidtico en hibridos y

poliploides

Una especie diploide con reproduccion
sexual es fértil si posee un comportamiento
meidtico normal, o sea buen apareamiento
entre cromosomas homoélogos, el cual se ve
reflejado en la formacion de bivalentes (Il) en
meiosis (Profase ). Ello determina que exista
buena segregaciéon y formaciéon de gametos
balanceados y fértiles. El grado de aparea-
miento meidtico es una medida de la homo-
logia que existe entre los cromosomas. Por
lo cual la homologia gendmica entre dos en-
tidades puede evaluarse estudiando el com-
portamiento meiotico de sus hibridos F1. Si el
hibrido analizado posee formacion de Il y es
fértil se puede concluir que hay afinidad (homo-
logia) entre sus genomas parentales. Sin em-
bargo, podria ocurrir que aunque las especies
parentales tuvieran una elevada homologia en
cuanto a las secuencias de ADN, los hibridos
fueran estériles, con formacion de univalentes
(I) en su meiosis. Esta esterilidad podria de-
berse a la accion de genes que interfieren con
el proceso normal de apareamiento (formacién
del complejo sinaptonémico, ocurrencia y/o
posicién de sobrecruzamientos) o que alteran
la disposicion espacial de los genomas en el
nucleo provocando, de esta manera, asinapsis
o desinapsis (Figura 1F). La esterilidad podria
deberse también al comportamiento meidtico
irregular causado por diferencias en rearreglos
estructurales entre las especies progenitoras
de un hibrido. Por lo tanto, si el hibrido entre
dos taxones es estéril habra que analizar si el
aislamiento reproductivo postcigético obedece
a causas génicas o0 cromosomicas. Si las cau-
sas fueran cromosomicas se observaria forma-
cién de |y el poliploide derivado tendria meiosis
regular con formacién de Il. Configuraciones
meidticas anormales como |, II heteromérficos
o multivalentes en Profase-Metafase | (Figuras
1D y 2G) y, en estadios posteriores (puentes,
fragmentos, cromosomas con cromatidas des-
iguales, micronucleos, etc.), pueden deberse a
heterocigosis para distintos tipos de rearreglos
estructurales (Figura 2F). Si la esterilidad fuese
de origen génico podrian observarse disturbios
meidticos de distinto tipo como asinapsis, desi-
napsis, alteracion en la formacion del huso,

etc.; los cuales se observarian también en el
poliploide derivado. En estos casos la meiosis
irregular y la esterilidad no estarian reflejando
necesariamente falta de homologia entre ge-
nomas parentales. Por lo antes mencionado se
deduce que el grado de irregularidades meiéti-
cas observadas en el hibrido seria una estima-
cion de diferencias génicas y/o estructurales
que poseen las entidades progenitoras.

Un fendmeno frecuente en hibridos diploi-
des entre distintas especies es que, aunque
presenten formacion regular de bivalentes y
desarrollo normal de los estados Il de la meio-
sis, posean elevada esterilidad. Podemos en-
contrar ejemplos de este fendmeno en hibri-
dos entre distintas especies de los géneros
Amaranthus, Prosopis, Hypochaeris y Bromus,
entre otros. Stebbins (1971) ha denominado a
este fendbmeno "hibridez estructural criptica"
que puede ocurrir cuando las especies proge-
nitoras se diferencian en pequenos rearreglos
estructurales. En estos casos si bien se forman
bivalentes, se segregan combinaciones géni-
cas inviables a los gametos. Esto indica que
la formacién de bivalentes no se debe nece-
sariamente a que los genomas parentales que
conforman un hibrido interespecifico sean ho-
mologos.

El estudio meidtico de hibridos entre taxo-
nes con distinto nivel de ploidia aporta mayor
informacion que el realizado en hibridos diploi-
des. En la naturaleza podemos encontrar auto
y alopoliploides. En los autopoliploides recien-
tes se espera una elevada frecuencia de mul-
tivalentes mientras que en los alopoliploides
ésta depende de si se trata de alopoliploides
tipicos (formados por hibridacién entre espe-
cies con genomas muy diferentes y posterior
autoduplicacion) o alopoliploides segmentarios
(originados por hibridacion entre especies muy
afines y posterior autoduplicacién). Las confi-
guraciones meidticas (frecuencia de I, Il y mul-
tivalentes) permite estudiar la relacion entre los
genomas parentales de un alopolipldide. Sin
embargo, el apareamiento cromosomico en
poliploides puede estar afectado por factores
que aumentan o disminuyan la frecuencia de
multivalentes, independientemente de la afini-
dad de los genomas, como por ejemplo, genes
similares al gen Ph de trigo, que inhiben el apa-
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reamiento homeodlogo, o genes que afectan la
sinapsis y la frecuencia y/o localizacion de so-
brecruzamientos.

En el género Zea el andlisis de las asocia-
ciones meidticas en especies e hibridos ha
revelado la naturaleza alotetraploide del maiz
(2n=20) y de sus especies silvestres relacio-
nadas (teosintes), con un nimero basico x=5.
Las especies con 2n=20 presentan 10 Il en
Profase-Metafase |, mientras que Zea peren-
nis (2n=40) muestra, con frecuencia elevada,
51V + 10 Il. En hibridos con 2n=30 cromoso-
mas (Z. diploperennis (2n=20) x Z. perennis,
Z. luxurians (2n=20) x Z. perennis (2n=40) y
Z. mays ssp mays x Z. perennis), realizados
artificialmente por nuestro grupo de investi-
gacioén, la configuracion meidtica observada
mas frecuentemente fue 5 Ill + 5 Il + 5I. Estas
configuraciones meidticas indicaron la presen-
cia de dos genomas ancestrales (Ay B), de 5
cromosomas cada uno, y permitieron postular
las féormulas gendmicas para los taxones de
Zea con 2n=20 (AxAx BxBx), para Zea peren-
nis (ApApAp’Ap’ Bp1Bp1 Bp2Bp2) y para los
hibridos 2n=30 (ApA'pAx BpB'p Bx). Nuestro
grupo de investigacion ha encontrado ademas,
en teosintes, razas nativas de maiz e hibridos
con 2n=20, formacion frecuente de dos grupos
de 5 Il cada uno, muchas veces asociados a
husos acromaticos distintos. Este doble huso
seria una evidencia de la existencia de geno-
mas ancestrales con 10 cromosomas cada
uno. Este fenédmeno estéd asociado a una leve
asincronia de los dos grupos de 5 Il durante
el desarrollo meiético (Figura 1E). Este feno-
meno ha sido observado con alta frecuencia
en lineas aloplasmicas obtenidas por nuestro
grupo de trabajo cruzando maiz como proge-
nitor masculino y teosinte (Z. mays ssp. mexi-
cana) como progenitor femenino. Estas lineas
aloplasmicas presentaron comportamiento
meidtico regular con formacion de 10 Il que se
distribuyeron en dos grupos de cinco Il cada
uno. Esto sugiere que la interaccién "citoplas-
ma de teosinte-nucleo de maiz" influencia la
distribucion espacial de los cromosomas en el
nucleo promoviendo la separacién de los dos
genomas ancestrales de 10 cromosomas cada
uno. La presencia de dos grupos asincronicos
de 5 Il cada uno permitio inferir la naturaleza

polipléide de Zea (Figura 1E). En Zea y otros
poliploides como Senecio se observd asocia-
cion secundaria de Il, sugiriendo la existencia
de homeologia entre los genomas ancestrales.
En el presente apartado se ha ejemplificado
cémo el analisis meidtico permite dilucidar el ori-
gen y postular los modos de especiacion de al-
gunas especies. Ademas de la utilidad en estu-
dios taxondmicos y evolutivos, el conocimiento
de la meiosis es de importancia fundamental en
estudios aplicados, ya que en la produccién de
hibridos o poliploides de importancia agronémi-
ca se debe lograr un maximo de fertilidad y esto
esta relacionado con el comportamiento cromo-
somico durante la formacion de sus gametos.

5.- Citogenética molecular

La Citogenética Molecular (ISH: Hibridacion
In Situ) combina informacion acerca de la mor-
fologia nuclear o cromosomica con la informa-
cion molecular de las secuencias, y permite
realizar estudios de mapeo y de distribucién
fisica de las mismas, analizar relaciones evo-
lutivas entre especies y estudiar la organiza-
cion del genoma y la arquitectura nuclear. Por
lo tanto la citogenética molecular aporta impor-
tantes resultados a los estudios de sistemati-
ca, filogenia, biodiversidad, evolucién, mejora-
miento y biotecnologia.

Las técnicas de ISH consisten en hibridar
cromosomas con secuencias de ADN marca-
das con fluorocromos. Estas técnicas, aplica-
das desde 1969, utilizaban métodos de mar-
caciéon y deteccion radioactivos. En plantas,
se comenzaron a aplicar a fines de la década
del 80 debido a la gran disponibilidad de se-
cuencias clonadas para ser utilizadas como
sonda, y a los nuevos sistemas no radioacti-
vos de marcacion y deteccion. Esta metodo-
logia es util en estudios de la estructura, fun-
cion, organizacioén y evolucién de los genomas
y permite conocer su composicion, a nivel de
secuencias. Para realizar esta técnica se pue-
den utilizar una gran variedad de sondas: des-
de ADN gendmico total (GISH: Hibridacion In
Situ Gendmica), hasta secuencias especificas
FISH (Hibridacion In Situ Fluorescente), tales
como sondas de cromosomas individuales o
fragmentos cromosémicos (obtenidas por mi-
crodiseccion), secuencias de ADN repetido en
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tandem, retrotransposones, secuencias de ge-
nes unicos o de bajo numero de copias.

Una de las aplicaciones del FISH es la ob-
tencion de mapas fisicos, funcionales y estruc-
turales de los genomas, mediante la localiza-
ciébn cromosdémica de secuencias de distinto
origen. El analisis de la localizacion de secuen-
cias diversas permite identificar cromosomas,
analizar la arquitectura nuclear del genoma y
verificar hipotesis acerca de la relacion entre
posicién y funcion de determinadas secuen-
cias. Aplicando esta metodologia se pueden
obtener cariotipos FISH para determinadas
especies y detectar los rearreglos intergenémi-
Ccos que ocurrieron en su evolucion. Por otra
parte, los experimentos de FISH permiten de-
terminar la distribucién y posicion de material
cromosoémico extraespecifico, la existencia de
apareamiento y recombinacion intergenémico,
y la segregacion preferencial de determinados
cromosomas 0 segmentos cromosomicos.

Por su parte, el GISH, en el que se utiliza
ADN gendmico total como sonda, revela homo-
logias especificas del ADN, principalmente en
lo que respecta a secuencias repetidas. Esta
técnica facilita, por ejemplo, el reconocimiento
de especies parentales y el analisis de la or-
ganizacion nuclear en hibridos y poliploides, y
la determinaciéon de la naturaleza de su apa-
reamiento meiotico (auto o alosindético). Ade-
mas permite detectar cromosomas o segmen-
tos cromosomicos introgresantes en hibridos y
generaciones segregantes, lo cual es de gran
utilidad en planes de mejoramiento, pues es
posible realizar el seguimiento de los segmen-
tos o cromosomas introgresados a lo largo de
generaciones segregantes, retrocruzadas y en
lineas recombinantes. Por otra parte, es util en
el analisis de afinidades gendmicas interespe-
cificas, en estudios evolutivos y taxonémicos.
Es importante sefialar que las relaciones ob-
tenidas mediante GISH no son afectadas por
genes que producen disturbios en el aparea-
miento meidtico (asinapsis, desinapsis, apa-
reamiento homeologo o heterdlogo), siendo de
gran utilidad para analizar homologias de hibri-
dos o poliploides que presentan esterilidad gé-
nica. Ademas, el FISH y el GISH proporcionan
informacion acerca de la localizacién cromoso-
mica y genémica de loci transgénicos, numero

y posicidn de copias insertas y su correlacion
con la expresion y la regulacion.

Para los casos en que las secuencias a de-
tectar son muy cortas (menores a 300pb) se
han desarrollado distintas modificaciones de
la técnica de FISH que consisten en sistemas
de amplificacion de las sefiales de hibridacion,
FISH sobre fibras de ADN, FISH sobre cromo-
somas paquiténicos o descondensados. Ade-
mas, se han utilizado variantes como PRINS
(Primed In Situ Hybridization) y C-PRINS (Cy-
cling PRINS), entre otras. La técnica de PRINS
se basa en el apareamiento de oligonucledétidos
iniciadores a secuencias complementarias en
cromosomas desnaturalizados in situ, segui-
do de la elongacién debida a la incorporacion,
mediante una ADN polimerasa, de nucleétidos
marcados. En el C-PRINS intervienen una se-
rie de ciclos termales analogos a la reaccion en
cadena de la polimerasa.

En estudios realizados en nuestro labora-
torio, la hibridacion in situ permitié revelar la
composicion genomica del trihibrido tricepiro,
que es un cereal sintético de origen trigenérico:
trigo, centeno y agropiro, y cuya composicion
gendmica y cromosomica, luego de varios afos
de seleccion, era desconocida. El tricepiro se
origino por el cruzamiento de triticale (2n=42) x
trigopiro (2n=56) cuya F1 poseia 2n=49; luego
de varias generaciones de seleccion este hi-
brido se estabilizé en 2n=42. Los estudios de
GISH realizados sobre los cromosomas de tri-
cepiro Don René INTA empleando sondas de
ADN gendmico de centeno (Figura 2A) y de
Thinopyrum mostraron 14 cromosomas perte-
necientes al genoma R de centeno y pequefas
zonas de introgresion de Thynopyrum. Con la
finalidad de identificar la totalidad de los cro-
mosomas del tricepiro se emplearon las son-
das pSc119.2 (aislada de centeno y que hibri-
da con patrones caracteristicos sobre todos los
cromosomas de los genomas R y B de trigo y
sobre algunos cromosomas de los genomas A
y D de trigo), pAs7 (aislada de Aegilops squa-
rrosa y que hibrida sobre los cromosomas del
genoma D de trigo), y pTa71 (aislada de trigo
y que revela zonas organizadoras del nucléo-
lo porque contiene genes ribosomales). Estos
experimentos mostraron la presencia de 6 zo-
nas de ADN ribosomal, 2 en cromosomas de
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centeno y 4 en cromosomas trigo (Figura 2B),
mientras que la coloracion con plata (Ag-NOR)
indicd que solo 4 de ellas eran activas forma-
doras de nucléolos. Se comprobé entonces un
fendmeno de supresion intergenémica que lle-
vo al silenciamiento de los genes ribosomales
de centeno en presencia del genoma de trigo,
(anfiplastia). Por lo expuesto se puede dedu-
cir que el uso conjunto de las técnicas clasicas
y de ISH permiti6 establecer que la composi-
cion gendmica y cromosomica de tricepiro Don
René INTA es AABBRR, con introgresion de
Thinopyrum en el cromosoma 6A (Figura 2A).

Por otra parte, experimentos de FISH utili-
zando las mismas sondas nos permitieron ca-
racterizar distintas lineas de Triticale obtenidas
en nuestro pais.

En la graminea patagonica Bromus pictus
(2n=70) hemos realizado experimentos de
GISH que han demostrado que Bromus setifo-
lius (2n=28) es uno de sus progenitores (Figu-
ra 2C). Esta informacion evolutiva es relevante
para el mejoramiento y la domesticacion de
esta potencial especies forrajera.

Elymus scabrifolius (agropiro criollo) es una
graminea perenne sudamericana de alto valor
forrajero que posee un origen hibrido alotetra-
ploide (2n=28, x=7). Se ha postulado una for-
mula gendmica SSHH cuyo genoma parental S
pertenece a Pseudoroegneria'y H a Hordeum.
Para determinar el origen de los genomas
componentes del agropiro criollo se realizaron
experimentos de ISH asociados a estudios ci-
togenéticos clasicos que permitieron confirmar
que una especie de Hordeum es uno de sus
parentales, detectar reorganizaciones interge-
némicas y obtener mapeos fisicos de secuen-
cias repetidas (Figura 2D). En esta especie, la
combinacion del analisis clasico del cariotipo,
GISH y FISH permitié identificar a cada uno de
los cromosomas y su pertenencia a cada ge-
noma parental, lo cual sera de gran utilidad en
los planes de mejora en ejecucion.

Las distintas razas de maiz y de teosintes
presentan variacion en el tamano, numero y
composicion de sus regiones heterocromati-
cas, denominadas “knobs”, que son citolégi-
camente observables mediante bandeo C y
DAPI. Estos pueden estar constituidos por dos
familias de ADN altamente repetido en tandem

(180pb y/o TR-1). En nuestro laboratorio rea-
lizamos experimentos de FISH para dilucidar
la composicion de secuencias de las distintas
bandas heterocroméaticas o knobs (DAPI+). Es-
tos nos permitieron observar que existe gran
variabilidad en la composicion de secuencia
de los distintos “knobs” lo cual resulté de gran
utilidad para caracterizar las lineas y razas de
maiz y teosintes estudiadas hasta el momento
(Figuras 2G y 2H).

En maiz y teosintes los métodos de GISH y
FISH nos permitieron analizar las afinidades
gendmicas existentes entre los distintos xones
de Zea. Un ejemplo de esto es el estudio de
las afinidades, a nivel de secuencias repetidas,
entre el maiz y su supuesto progenitor silvestre
Zea mays ssp. parviglumis. Ademas, se anali-
zaron las homologias entre los taxones de Zea
con 2n=20 y Zea perennis con 2n=40. Median-
te hibridacion in situ utilizando secuencias mar-
cadoras especificas hemos podido resolver la
constitucion cromosdémica de las complejas
configuraciones meiéticas que se observan en
los hibridos de Zea con 2n=30 cromosomas
(Figuras 2E y 2F). Estos resultados permitieron
corroborar las férmulas gendmicas planteadas
para las distintas especies de Zea, avalando
el origen poliploide del maiz y de sus especies
silvestres relacionadas.

Otro aspecto que se ha desarrollado ultima-
mente dentro de la citogenética molecular es
el de la microdiseccion y clonado de cromo-
somas o0 secciones cromosomicas. En plan-
tas, es muy util como fuente de sondas y se
aplica para analizar genomas, para establecer
relaciones entre cromosomas y grupos de liga-
miento especificos, localizar genes de interés,
y relacionar las distancias fisicas y genéticas
en mapas de ligamiento.

Por todo lo expuesto podemos concluir que
la citogenética molecular es de gran utilidad en
estudios evolutivos, sistematico-taxondmicos
y aplicados, ya que en el estudio de las rela-
ciones genomicas entre especies muestra las
similitudes entre sus genomas y la distribucion
fisica de las secuencias repetidas que com-
parten. En el analisis de hibridos y poliploides
naturales o artificiales, permite conocer del ori-
gen de hibridos interespecificos, determinar el
origen gendémico de los cromosomas involu-
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crados en distintas configuraciones meidticas,
establecer las relaciones gendmicas entre las
especies parentales, analizar los dominios cro-
mosomicos de cada genoma parental (su ar-
quitectura nuclear), detectar cromosomas y/o
introgresadas y translocaciones intra e interge-
noémicas.
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V. CAPITULO 2

Mejoramiento de Plantas
Forrajeras en la Era Genémica

German Spangenberg, Mauro Meier y
Viviana Echenique

1 Introduccién

Si bien el mejoramiento genético convencio-
nal ha tenido un gran impacto en el incremen-
to del rendimiento, la calidad y la resistencia a
plagas y enfermedades en cereales y oleagi-
nosas, en las especies forrajeras los progresos
han sido significativamente menores, especial-
mente en lo referido al rendimiento. Esto obe-
dece a varios factores como un proceso mas
reciente de domesticacién, la complejidad de
objetivos, problemas reproductivos, de merca-
do y las menores inversiones realizadas en el
area. Las herramientas biotecnoldgicas desa-
rrolladas en los ultimos 20 afos ofrecen inte-
resantes alternativas que pueden contribuir a
mejorar esta situacion.

En los ultimos afos la biotecnologia ha apor-
tado varias metodologias para complemen-
tar los programas de mejoramiento, como el
cultivo de tejidos, la hibridacién somatica, la
variaciéon somaclonal y la transgénesis. Esta
ultima resulta muy promisoria, especialmente
para incrementar la calidad del forraje, persis-
tencia, resistencia a plagas y enfermedades,
tolerancia a estreses abioticos y para manipu-
lar el crecimiento y desarrollo. Los marcadores
moleculares brindan su utilidad para la identifi-
cacion y seleccion de caracteres agronémicos
complejos. Mas recientemente, la gendmica
permite identificar a gran escala genes de inte-
rés para su introduccioén en los forrajes. Todas
estas tecnologias confluyen en el mejoramien-
to molecular, que permitira obtener nuevos cul-
tivares para satisfacer las demandas actuales
de produccion. En este capitulo se describen
las aplicaciones actuales y futuras y el impacto
de la biotecnologia en el mejoramiento de es-
pecies forrajeras.

2 Transgénesis
La tecnologia génica y la obtencion de plan-
tas transgénicas brindan la posibilidad de ge-

nerar variacion genética cuando esta es inexis-
tente o tiene una heredabilidad muy baja. En
la actualidad se dispone de metodologias efi-
cientes para la transformacion de forrajeras, ya
sean gramineas o leguminosas (Figura 1).

La utilizacion de la biolistica o la transfor-
macion mediada por Agrobacterium permite
la regulacion de nuevos genes, o de genes
preexistentes, que codifican para las enzimas
que intervienen en las distintas vias metabo-
licas, para que estos se expresen en mayor o
menor grado. En la actualidad se encuentran
en etapa de evaluacién a campo distintas es-
pecies forrajeras transgénicas con caracteres

Figura 1. Transformacién de trébol blanco para
resistencia virus. A-H) Sistema prolifico de rege-
neracion de plantas resistentes al virus del mosaico
de la alfalfa (AMV) y al virus del mosaico del tré-
bol blanco (WCMV) a partir de explantos cotiledo-
nales. La transformacién se llevd a cabo utilizando
Agrobacterium tumefaciens, utilizando npt2 como
marcador de seleccién. 1) T-ADN del vector binario
conteniendo el gen quimérico npt2 y el gen de la
proteina de la capside del AMV (AMV4). J) Anali-
sis por PCR para la identificacion preliminar de las
plantas transformadas utilizando iniciadores para
el gen npt2. K) ldem anterior pero utilizando inicia-
dores para el gen AMV4. L) Andlisis de Southern
blot utilizando una sonda dirigida al gen AMV4. M)
Andlisis de Northern blot de plantas transgénicas de
trébol blanco expresando el gen quimérico AMV4.



simples modificados. Si bien algunos aspec-
tos de la genética, fisiologia y bioquimica de
muchos procesos vegetales complejos no han
sido aun completamente dilucidados, lo cual
podria demorar algunas de las aplicaciones de
la transgénesis en el mejoramiento vegetal, la
tecnologia génica es una poderosa herramien-
ta para ampliar los conocimientos en genética
molecular.

El numero de genes disponibles para los
mejoradores de plantas ha aumentado rapida-
mente con el advenimiento de los grandes pro-
gramas de secuenciacion de especies como
Lolium perenne y el trébol blanco; o en la se-
cuenciacion completa del genoma de especies
modelo como Medicago frunculata L., Lotus
japonicus L. y arroz (Oryza sativa L.).En con-
secuencia, las aplicaciones de la transgénesis
en el mejoramiento de especies forrajeras es-
tan orientadas hacia el desarrollo de eventos
de transformacion con variacion genética unica
y a la diseccion genética de vias metabdlicas y
procesos de desarrollo relevantes para la pro-
duccion de forrajes.

Los mejores candidatos en cuanto a carac-
teres para la aplicaciéon de transgénesis en
plantas forrajeras son: calidad del forraje, re-
sistencia a plagas y enfermedades, tolerancia
a estreses abioticos y la manipulacion del cre-
cimiento y desarrollo.

2.1 Modificacién genética de la

calidad del forraje

El mejoramiento molecular basado en trans-
génesis para mejorar la calidad del forraje esta
dirigido al tratamiento de los subcaracteres in-
volucrados, a saber: digestibilidad de la mate-
ria seca, contenido de carbohidratos solubles,
contenido de proteinas, metabolitos secunda-
rios, alcaloides, etc. La modificacion de la ma-
yoria de los parametros de calidad se asocia
a ciertas vias metabdlicas, o a la produccién
de proteinas especificas. La tecnologia génica
permite identificar las proteinas involucradas y
las enzimas clave a ser manipuladas, el ais-
lamiento de los genes correspondientes y la
manipulacién de su expresion en plantas trans-
génicas. A continuacion desarrollaremos ejem-
plos de distintas aplicaciones.

2.1.1 Manipulacion de la biosintesis de

lignina

El principal objetivo tendiente mejorar el va-
lor nutritivo de las gramineas forrajeras para
la industria lechera es el incremento de la di-
gestibilidad de la materia seca, la cual declina
marcadamente (> 10%) a medida que estas
crecen y maduran, reduciendo el valor nutritivo
del forraje. Dado que la heredabilidad de este
caracter es baja y el mismo esta controlado por
un gran numero de genes, el potencial para un
rapido mejoramiento por métodos tradicionales
es reducido.

Se estima que pequefos incrementos en la
digestibilidad tendran un efecto significativo en
la calidad del forraje y concomitantemente en
la produccion animal. Asi, incrementos del 1%
en la digestibilidad de la materia seca in vitro
conducen a incrementos promedio del 3,2% en
ganancia media de peso vivo.

La lignina es un componente importante de
la pared celular de plantas vasculares y du-
rante mucho tiempo ha sido reconocida por su
impacto negativo sobre la calidad del forraje,
en la fabricacién de papel y mas recientemen-
te en la obtencion de biocombustibles a partir
de celulosa. Durante las ultimas dos décadas,
genetistas y bioquimicos han avanzado en el
conocimiento de la relacién entre lignificacién y
digestibilidad de los forrajes.

Los efectos negativos de la lignina sobre la
digestibilidad dependen de su contenido, com-
posicion de mondmeros y grupos funcionales
y del grado de entrecruzamiento con los poli-
sacaridos de la pared celular. La lignificacién
es un proceso altamente coordinado y regu-
lado por un conjunto de eventos metabdlicos
que resultan en la biosintesis de precursores
de la lignina (monolignoles). Existen tres nive-
les de control para la manipulacién genética de
ligninas, a saber: la sintesis de monolignoles,
el transporte de los mismos desde el sitio de
sintesis al de polimerizacion, y el de polimeri-
zacion de monolignoles para dar los productos
finales. Una de las estrategias mas exploradas
para mejorar la digestibilidad de la lignina es la
regulacion negativa de las enzimas involucra-
das en la biosintesis de monolignoles.

En funcién de los resultados de varios estu-
dios relacionados con la manipulacion de lig-
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nina se ha encontrado que los genes pal, c4h,
c3h 'y 4cl no son buenos blancos para la mani-
pulacion especifica de biosintesis de monolig-
noles ya que producen efectos adversos sobre
otras funciones biolégicas (Figura 2 A). Estos
genes codifican las enzimas fenilalanina ami-
no ligasa (PAL), cinamato-4-hidroxilasa (C4H),
p-cumarato 3-hidroxilasa (C3H) y 4-cumarato
CoAligasa (4CL).

L- fenil _PAL

alanina dcido cindmico

CaH

TAL  Gcido O3 dcido COMT deido FSH, droX- comr geido

Litiroging PAL P-cumdrico cafeico ferdlico dcido ferdlico sindpico

l 4acL l4CL l 4CL l 4aCcL l 4acL
CCoA-3H CCoA-OMT ? CCoA- OMT

p-cumaroil —— cafeoil — feruloil ---.- » 5-hidroxi —— sinapoil
-CoA -CoA -CoA - feruloil -CoA
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l R l ccr
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Figura 2. A) Via biosintética de la lignina. PAL: fe-
nilalanina amonio liasa; TAL: tirosina amonio liasa;
C4H: cinamato-4-hidroxilasa; C3H: p-cumarato 3-hi-
droxilasa; COMT: cafeato-O-metiltransferasa; F5H:
ferulato-5-hidroxilasa; 4CL: 4-cumarato CoA ligasa;
CC3H: cumaroil CoA hidroxilasa; CCOMT: cafeoil-
CoA-O-metiltransferasa; CCR: cinamoil-CoA-reduc-
tasa; CAD: cinamoil alcohol deshidrogenasa. Las
flechas punteadas indican reacciones que no han
sido verificadas experimentalmente.

Por otro lado, comt, ccoaomt y cad son bue-
nos blancos para alterar el contenido y com-
posicién de ligninas, y codifican las enzimas
O-metil transferasa del acido cafeico (COMT),
cafeoil CoA-3-O-metiltransferasa (CCoAOMT)
y cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD). Las
investigaciones realizadas utilizando plantas
modelo como tabaco y alamo demostraron
que la regulacién negativa de la expresion de
COMT, CAD vy 4CL conduce a una alteracion
en la composiciéon de la lignina, o a una dismi-
nucion de su contenido, con incrementos signi-
ficativos en la digestibilidad de la materia seca.
En algunos de estos casos la lignina resultd

mas facil de extraer quimicamente, en otros
esta tecnologia trajo aparejadas alteraciones
en el desarrollo de la planta, como reduccio-
nes en el tamano y colapso de las células del
xilema, pero, en general estos resultados indi-
can que la introduccién de genes de esta via
metabdlica en construcciones de ARN sentido
o antisentido permiten mejorar la digestibilidad
de la materia seca, sin alterar el desarrollo nor-
mal de la planta.

Los efectos observados en plantas con re-
gulacién negativa de alguna de estas enzimas
son similares a aquellos encontrados en la na-
turaleza en un tipo de mutantes de maiz llama-
dos «brown midrib» (bmr), cuyos genes codifi-
can para enzimas menos activas. El enfoque
transgénico brinda la posibilidad de obtener
plantas con ligninas diferentes, logrando una
mayor variedad de fenotipos que la existente
en la naturaleza, a través de la regulacién ne-
gativa de varias enzimas y a la utilizacion de
promotores especificos.

En raigras perenne se ha logrado clonar y
caracterizar tres genes clave en la via de bio-
sintesis de monolignoles: cad, 4cl y ccr (cina-
moil CoA reductasa, CCR). Estos genes han
sido mapeados en los cromosomas de raigras
(Figura 2 B) y se encuentran en evaluacion
plantas transgénicas de esta especie con estos
genes regulados en sentido y antisentido. La
regulacion negativa de OMT en Festuca incre-
mento en un 10% la digestibilidad, lo cual es un
resultado muy importante de esta tecnologia.
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Figura 2. B) Mapeo de los genes correspondientes
a la via de biosintesis de lignina, en los grupos de
ligamento LG2 y LG7 de raigras perenne.
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En esta especie también se regularon negati-
vamente las enzimas CAD y COMT.

Dado que los genes estructurales involucra-
dos en la biosintesis de lignina se encuentran
regulados a nivel de transcripcion, otra estra-
tegia para la manipulacion genética involucra
la manipulacion de factores de transcripcion de
tipo MYB.

El reciente interés en la produccion de bio-
combustibles a partir de celulosa ha impulsa-
do la ingenieria genética de ligninas, utilizando
como sistemas modelo cultivos energéticos
como Populus trichocarpa y Brachypodium
distachyon. La gran cantidad de biomasa que
proporcionan los forrajes es una alternativa
atractiva para este fin. En Estados Unidos se
busca utilizar el pasto varilla o switchgrass (Pa-
nicum virgatum) como una alternativa. Se trata
de producir modificaciones genéticas que re-
dunden en baja cantidad de lignina o diferente
calidad de la misma. De esta manera se faci-
litaria la liberacién de celulosa y hemicelulosa
de la matriz de la pared celular y quedarian
mas accesibles para el tratamiento enzimatico
posterior.

2.1.2 Manipulacién del metabolismo

de fructanos

Los fructanos son moléculas de polifructosa
producidas por varias especies de gramineas
para las cuales constituyen la principal forma
de almacenamiento de carbohidratos solubles.
Observaciones realizadas en lineas de raigras
que almacenan concentraciones elevadas de
carbohidratos solubles indicaron que éstas no
sufren disminuciones en la digestibilidad du-
rante el verano, ya que estos carbohidratos
parecen contrarrestar las disminuciones en
digestibilidad debidas a lignificacion, favore-
ciendo ademas la asimilacién del forraje y de
proteinas en el rumen y, concomitantemente,
generando incrementos en el peso vivo.

Un alto contenido de fructanos en los forra-
jes es de gran valor ya que pueden ser mo-
vilizados facilmente para mantener el rebrote
inmediatamente después de la defoliacién, asi
como por anadir valor nutritivo para la alimen-
tacion del ganado.

La sintesis de fructosa en gramineas involu-
cra la accion concertada de al menos tres enzi-

mas: sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa
(1-SST), fructano:fructano 1- fructosiltransfe-
rasa (1-FFT) y sacarosa:fructano 6-fructosil-
transferasa (6-SFT), que sintetizan la mezcla
mas compleja de fructanos ligados que se en-
cuentra en pastos y cereales. Varios de los ge-
nes involucrados en esta via metabdlica han
sido aislados y caracterizados, como el 6-SFT
de cebada, el 6G-FFT de cebollay el 1-SST de
alcaucil. Su introduccion en plantas desprovis-
tas de fructanos nativos conduce a la acumu-
lacion de oligofructanos y, en plantas que los
producen provocan la acumulacién de nuevas
variedades de los mismos.

La introduccién de un gen microbiano para la
fructosiltransferasa (gen SacB) de Bacilus sub-
tilis en plantas de tabaco y papa, que carecen
de fructanos y acumulan almidén, condujo a la
acumulacion de cantidades considerables de
fructanos de elevado peso molecular, que les
confirieron un mejor rendimiento en situaciones
de estrés. Esto demuestra que la sacarosa, el
sustrato para la fructosiltransferasa, puede ser
redireccionada en especies que no acumulan
fructanos.

La manipulacion de la biosintesis de fructa-
nos en plantas transgénicas para mejorar la
calidad del forraje y la tolerancia a estreses
abidticos, esta siendo explorada en legumino-
sas como Trifolium repensy Medicago sativa, y
en gramineas como Lolium perenne y Festuca
arundinacea.

Se ha reportado la obtencién de plantas de L.
multiflorum con alteraciones en el metabolismo
de fructanos por la introduccién de genes qui-
méricos de levansacarasa bacteriana. También
se dispone de ADNc de genes homdélogos de la
fructosiltransferasa de raigras perenne. Estos
han sido aislados, caracterizados y utilizados
para la diseccion genética de la biosintesis de
fructanos en gramineas transgénicas. También
se han aislado y caracterizado otros genes de
la via que han sido introducidos y expresados
en leguminosas y gramineas.

Por medio del analisis de secuencias, utili-
zando la técnica de microarreglos y Northern
blot se determinaron los perfiles de expresién
de los genes involucrados en la via de fruc-
tanos en raigras perenne. La organizacion de
los genes, el numero de copias y su ubicacién
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en el mapa genético se determinaron utilizan-
do marcadores moleculares. También se cons-
truyeron vectores para la regulaciéon mediante
ARN sentido y antisentido de los genes men-
cionados. Las correspondientes plantas trans-
génicas se utilizan para la diseccion molecular
del metabolismo del fructanos y para compren-
der su rol fisiolégico en las plantas, y también
para mejorar el valor nutritivo, persistencia y
calidad utilizando genes de la misma especie.
Estos estudios también aportaran informacion
acerca de su rol funcional en la tolerancia al frio
y la sequia. Este conocimiento es clave para el
disefo de experimentos tendientes a la obten-
cion de plantas transgénicas con mejor calidad
de forraje y tolerancia a estreses abidticos.

2.1.3 Expresion transgénica de

proteinas «rumen by-pass»

Los aminoacidos azufrados metionina y
cisteina son limitantes en la nutricion animal.
Estos influyen en el crecimiento de la lana en
las ovejas y su aporte es reducido en condicio-
nes naturales de pastoreo y por la fermenta-
cion en el rumen, ya que la microflora degra-
da las proteinas y en algunas circunstancias
resintetiza proteinas de menor valor nutritivo.
Los suplementos postruminales de metioni-
na y cisteina resultan en incrementos del 16
al 130% en la tasa de crecimiento de la lana.
Estos efectos positivos también se han obser-
vado en bovinos, donde han redundado en una
mayor produccion de leche y una mayor tasa
de crecimiento en animales para carne. Por lo
tanto la ingestion de forrajeras que contengan
proteinas ricas en aminoacidos azufrados, re-
lativamente estables en el rumen (rumen by-
pass), incrementaria el aporte de aminoacidos
esenciales para la nutriciéon de los rumiantes,
conduciendo a una mayor produccién animal,
particularmente en lo que a lana se refiere.

Genes que codifican proteinas de este tipo
fueron aislados, caracterizados e introducidos
en plantas de festuca alta, alfalfa, trébol blanco
y trébol subterraneo. Estas proteinas serian la
ovoalbumina de pollo, la albumina de arveja y
de semilla de girasol. Como ejemplo puede ci-
tarse el caso de plantas transgénicas de Festu-
ca arundinacea (festuca alta) que expresan ge-
nes quiméricos constituidos por secuencias de

ADNCc de la albumina de girasol (SFA8) con la
sefal KDEL del reticulo endoplasmico, bajo el
control de diferentes promotores. Estas plantas
expresan el transcripto esperado y acumulan la
proteina SFA8 a niveles superiores al 0,2% del
total de proteina soluble. Sin embargo, desde
el punto de vista nutricional los valores obteni-
dos aun estan lejos del 6ptimo, que debera ser
del 2 al 5 % del total de proteina soluble. Es
crucial, por lo tanto, desarrollar estrategias que
permitan alcanzar estos niveles a fin de explo-
tar el maximo potencial de la técnica.

2.1.4 Manipulacion de la biosintesis

de taninos condensados

Los taninos condensados (proantocianas)
son compuestos poliméricos derivados del
metabolismo fenilpropanoide, sintetizados por
la via metabdlica de los flavonoides. Desde
el punto de vista agrondmico son importantes
en las leguminosas forrajeras, donde pueden
considerarse beneficiosos o perjudiciales de
acuerdo a los niveles encontrados en la planta.
Niveles de taninos condensados superiores al
4 - 5% del peso seco son perjudiciales, actuan-
do como factores antinutritivos y generando re-
chazo por parte del animal. En cantidades mo-
deradas (1 - 3%) mejoran la calidad del forraje,
ya que reducen el meteorismo («empaste») por
disrupcién de la espuma causada por las pro-
teinas en el rumen, disminuyen la pérdida de
proteinas debidas a desaminacion microbiana
y reducen la carga de parasitos en el animal.

Las estrategias moleculares utilizadas para
la manipulacion de la biosintesis de taninos se
han orientado hacia la introduccién de taninos
condensados en alfalfa y trébol blanco, y a su
reduccion en leguminosas que tienen altos
contenidos. Estas estrategias se basan en la
disponibilidad de genes involucrados en la bio-
sintesis de antocianas, que afectan las etapas
comunes en la biosintesis de flavonoides y la
suposicion de que éstos funcionaran en la bio-
sintesis de taninos.

El estudio de mutantes de la via metabdlica
de los flavonoides en Arabidopsis proporcioné
abundante informacion acerca de la identidad
de las enzimas involucradas en la sintesis de
taninos en esta especie. Esto permitié el clo-
nado, entre otros, de los genes CHS, CHI, F3H
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y DFR, y de la identificacion y clonado del gen
BAN (BANYULS), que parece ser especifico
de la via de biosintesis de taninos. Por otro
lado se ha intentado la regulacion negativa o
positiva de enzimas clave que regulan esta via
chalcona sintetasa (CHS) y leucoantocianina-4
reductasa (LAR), o la expresiéon de genes re-
guladores que tienen un accionar pleiotropico
(con efectos a varios niveles fenotipicos). Un
ejemplo de esto lo constituye la transformacién
de plantas de Lotus corniculatus con el gen re-
gulatorio Sn de maiz, que resulté en una dis-
minucion del contenido de taninos en hojas,
conjuntamente con un aumento del nivel de los
mismos en raiz.

La alfalfa carece de taninos condensados
en hojas y tallos, por ello puede causar meteo-
rismo en los rumiantes que la consumen. La
presencia de estos flavonoides en las semillas
demuestra que esta especie contiene todos los
genes necesarios para la sintesis de los mis-
mos. La identificacion y el clonado de los ge-
nes involucrados en la biosintesis de taninos
en semillas de alfalfa permitiran manipular su
expresion en hojas.

2.2 Resistencia a plagas y

enfermedades

Los patogenos y las plagas pueden disminuir
considerablemente la produccién, la persisten-
cia, el valor nutritivo y la palatabilidad de las
plantas forrajeras. En los ultimos diez afios se
han desarrollado varias estrategias para mani-
pular la resistencia. A continuacion hablaremos
de algunos ejemplos.

2.2.1 Transgénesis para incrementar la

resistencia a enfermedades fungicas

El ataque de hongos a las hojas y siste-
mas radicales provocan danos que afectan el
establecimiento, disminuyen el rendimiento,
la calidad y la persistencia de las plantas. La
expresion constitutiva de genes que codifican
proteinas antifungicas (AFPs) en plantas trans-
geénicas, bajo promotores especificos de érga-
no o inducibles por el patégeno, se ha logrado
en leguminosas, como alfalfa y trébol blanco.
Especificamente se obtuvieron plantas de al-
falfa que expresan una quitinasa de arroz, que
podria hacerlas resistentes al ataque de Rhi-
zoctonia solani'y Sclerotium rolfsii.

Hongos como Phytophthora clandestina, Ka-
batiella caulivora, Rhizoctonia solani y Fusa-
rium spp., que atacan a varias especies de tré-
boles, donde no existen fuentes de resistencia
natural, provocan cuantiosas pérdidas econo-
micas en Australia. Se han identificado cuatro
proteinas antifungicas diferentes que, en ensa-
yos in vitro, demostraron ser efectivas contra
estos patdgenos. Los genes codificantes se
utilizaron, individualmente o combinados, para
obtener plantas transgénicas de trébol subte-
rraneo. Esto brindaria una mayor proteccion
sustancial contra un amplio espectro de hon-
gos patégenos.

Recientemente se obtuvieron plantas de fes-
tuca alta con elevados niveles de resistencia
a R. solaniy a P. grisea, mediante la transfor-
macion genética simultanea con cuatro genes:
alfalfa B-1, 3 glucanasa AGLU1, fago T4 lisozi-
ma, dermaseptin rana, y arroz Pi9.

2.2.2 Transgénesis para incrementar la

resistencia a enfermedades virales

La mayoria de los métodos clasicos utiliza-
dos para prevenir las infecciones virales son la-
boriosos y econdmicamente inviables. Se han
identificado fuentes potenciales de tolerancia o
resistencia en alfalfa y en unas pocas especies
de Trifolium, pero no existe una resistencia na-
tural a estos virus que sea transferible, efectiva
y durable, y que pueda ser incorporada a culti-
vares de leguminosas forrajeras. La tecnologia
geénica es una opcidn atractiva para lograr este
objetivo, ya que permite sortear barreras inte-
respecificas, desarrollar resistencias multigéni-
cas, y manipular niveles y sitios de expresion.
La transgénesis se ha utilizado para desarrollar
resistencia efectiva y durable en un amplio ran-
go de especies vegetales.

Virus como el del mosaico de la alfalfa (alfa-
movirus, AMV), el del mosaico del trébol blan-
co (potexvirus, WCMV) y el del amarillamiento
de las nervaduras (potyvirus, CYVV) afectan
negativamente el crecimiento y desarrollo de
las leguminosas. Se estima que combinados
causan pérdidas a la industria rural australiana
por mas de 800 millones de ddlares por ano.
Cada uno de ellos infecta individualmente a un
gran numero de especies distribuidas por todo
el mundo. Una interesante aplicacion del mejo-
ramiento molecular fue el desarrollo de trébol
blanco inmune al virus AMV.
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Los virus que se encuentran con frecuencia
en gramineas forrajeras son el de enanismo,
de amarillamiento de la cebada (BIDV) y el mo-
saico del raigras (RMV). La infeccion de BIDV
provoca disminuciones en el rendimiento de
hasta un 24%, mientras que el rango de RMV
va del 5 al 50%. La infeccién con RMV también
reduce la competitividad del raigras perenne
como resultado de un mal establecimiento y
una reducida persistencia.

2.2.3 Transgénesis para

incrementar la resistencia a plagas

Las plagas pueden dafiar a las plantas direc-
tamente al alimentarse del follaje o las raices,
o indirectamente por transmisién de patégenos
mientras accionan sobre la planta. En pasturas
infectadas por densas poblaciones de insectos
plaga se producen disminuciones en la produc-
cién de materia seca que van del 20 al 40%.

Varios insectos como Wiseana spp, Cos-
telytra zealandica, Teleogryllus commodus,
Sminthurus viridis, Sitona spp, Coleophora spp,
Inopus rubriceps y Acyrthosiphon spp pueden
causar dafos significativos a leguminosas vy
gramineas. Afin de incrementar la resistencia a
los mismos se han utilizado distintos enfoques
transgénicos. Uno de ellos es la utilizacion de
la proteina cristalina e inhibidores de proteasas
de Bacillus thuringiensis (Bt). Por ejemplo se
obtuvieron plantas de trébol blanco que expre-
san un gen quimérico Bt cry 1Ba modificado y
acumulan en las hojas la delta endotoxina solu-
ble. La alimentacion de larvas de Wiseana con
hojas de estas plantas promovid la inhibicion
en la ingesta, redujo el crecimiento de las lar-
vas y ocasioné mayor mortalidad al comparar-
las con larvas alimentadas con plantas control.

En alfalfa (Medicago sativa L.) también se
ha logrado obtener planta transgénicas que ex-
presan en gen crylA con el fin de reducir el ata-
que de la isoca de la alfalfa (Colias lesbis F.).

Otro ejemplo lo constituye la utilizacion de
inhibidores de proteasas, como el inhibidor
de tripsina pancreatica bovina o aprotinina en
trébol blanco, donde la expresiéon en hoja a ni-
veles de 0,07% de proteina soluble reduce el
ataque por las larvas de Wiseana.

Otra estrategia para proteger contra insec-
tos plaga seria la transformacion indirecta en
gramineas, utilizando un enddfito (microorga-

nismo que vive y se desarrolla dentro de los
tejidos de la planta) modificado, como podria
ser Neotyphodium. Las cepas modificadas re-
sultarian seguras para los rumiantes que las
consuman, pero serian capaces de expresar y
secretar proteinas insecticidas tales como toxi-
nas Bt o inhibidores de proteasas, que protejan
a las gramineas forrajeras de las plagas.

2.3 Crecimiento y desarrollo

2.3.1 Manipulacion de alergenos del polen

La fiebre del heno y el asma alérgico esta-
cional, debido al polen de las gramineas, son
enfermedades ambientales que afectan al 25%
de la poblacién en climas templado- frios. El
polen de raigras es uno de los mas abundantes
en estas regiones, siendo el principal alerge-
no para mas del 50% de los pacientes alérgi-
cos. Este polen contiene por lo menos 4 cla-
ses principales de proteinas alergénicas, cada
una de las cuales esta constituida por multiples
isoformas inmunolégicamente indistinguibles
que involucran 17 alergenos de tamano varia-
ble. Al menos una proteina de cada una de es-
tas clases ha sido aislada y caracterizada en
detalle. Se han aislado clones de ADNc para
el principal alergeno del raigras Lolp1, Lolp2
y Lolp5. En 1997 se obtuvieron las primeras
plantas transgénicas de raigras, transformadas
con versiones antisentido de los genes Lolp1y
Lolp2 bajo el control de un promotor especifico
del polen, a fin de obtener una regulacion ne-
gativamente los alergenos del mismo. Estudios
realizados con las plantas transgénicas Lolp1y
Lolp2 revelaron una disminucion en los niveles
de expresion de los alergenos en el polen. Las
plantas de raigras transformadas con Lolp1
evidenciaron un desarrollo reproductivo nor-
mal y polen viable. Estos estudios permitiran
comprender aun mas el rol funcional de estos
alergenos en la planta y explorar el potencial
para la obtencién de cultivares de raigras hi-
poalergénico.

2.3.2 Manipulacién de cambio de fase y

floracion

La disminucion del valor nutritivo en algunas
forrajeras perennes se encuentra asociada con
el comienzo del crecimiento de las cafias flora-
les, la floracion y la senescencia. Por lo tanto la
calidad del forraje podria mejorarse inhibiendo
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la produccion de cafias florales, que son poco
digeribles, o retardando la senescencia.

Se han informado modificaciones en el tiem-
po de floracién en plantas transgénicas a tra-
vés de la regulacion de la expresion de genes
involucrados en la iniciacién del meristema flo-
ral. La expresién constitutiva de genes de Ara-
bidopsis thaliana como LEAFY o APETALA1
conducen a un desarrollo precoz como se ha
observado en plantas transgénicas de alamo.
En A. thaliana, mutaciones en uno o mas de
los genes involucrados en la determinacion
de identidad del meristema floral conducen a
un desarrollo floral incompleto o nulo. Esto ha
llevado a pensar en la posibilidad de controlar
o inhibir la floracion en forrajeras transgénicas
regulando negativamente la expresion de los
ortélogos (genes que tienen la misma estruc-
tura y funcion, y un origen comun) de LEAFY o
APETALA1.

Un ejemplo en forrajeras fue la identificacion
de el gen terminal de la floracién 1 en L. peren-
ne (LpTFL1), de expresion especifica de cier-
tos tejidos en Arabidopsis. Otro blanco para
la manipulacién del desarrollo reproductivo en
forrajeras es el gen indeterminate 1 (ID1). Este
gen desempena un rol importante en el con-
trol de la iniciacion floral y en el mantenimiento
de un estado floral determinado en maiz. Su
mutacién es la unica conocida en monocotile-
doneas que bloquea especifica y severamente
la transicion hacia un crecimiento reproductivo.
Recientemente se aislé y caracterizé un ADNc
de plantas de raigras perenne homologo de
este gen. Seria esperable que la inhibicion de
la transicion del estado vegetativo a la forma-
cion de canas florales e inflorescencias en gra-
mineas incremente la calidad del forraje y, en
consecuencia también disminuya la cantidad
de alergenos del polen.

La inhibicion o el control de la floracién en
forrajeras transgénicas a través de supresion
antisentido de ortdlogos de ID7 o LEAFY y
APETALA1 podria incrementar la calidad y me-
jorar los patrones de crecimiento estacional.
Por otro lado, representarian una via para la
contencion de transgenes. Para la produccién
de semilla, este bloqueo de la floracion deberia
ser revertido. Una posibilidad para lograr este
fin seria la utilizacién de un promotor inducible
para controlar la supresion.

Se han utilizado diferentes enfoques para la
manipulacién del desarrollo reproductivo que
podrian conducir a un bloqueo de la floracion,
al desarrollo de la apomixis (tipo de reproduc-
cibn agamica comun en ciertas especies de
gramineas) y androesterilidad (esterilidad de
la parte masculina de la planta), que ademas
posibilitarian el mantenimiento de los trans-
genes. Esto es de particular importancia para
forrajeras transgénicas de polinizacion abierta,
mediada por el viento, ya que la dispersion del
polen es un factor importante en la evaluacién
de riesgo de las gramineas genéticamente mo-
dificadas.

2.3.3 Manipulacion de la senescencia

Se ha observado en plantas transgénicas
que la produccion autorregulada de citocini-
nas inhibe la senescencia foliar (envejecimien-
to de la hoja que culmina en la muerte de la
misma). Este sistema se basa en la utilizacion
de un promotor especifico de senescencia de
A. thaliana, el SAG12, que controla la expre-
sion transgénica de un gen para la isopente-
nil transferasa (ipt) de Agrobacterium tumefa-
ciens. El producto de este gen cataliza un paso
en la biosintesis de citocininas. Las plantas que
expresan este gen presentan un retraso en la
senescencia foliar y no exhiben anomalias de
ningun tipo. En trébol blanco, genes analogos
de ipt quiméricos bajo el control de promotores
regulados por desarrollos asociados a senes-
cencia, retardan significativamente la senes-
cencia. Las plantas transformadas presentaron
un aumento relativo en niumero de hojas, en
la longitud de los estolones y en el area foliar
total, en comparacién con plantas control. Otro
caso es la transformacion de plantas de Fes-
tuca arundinacea con el mismo gen ipt Estas
plantas mostraron un aumento considerable en
el nimero de macollos, en los niveles de clo-
rofila a y b y en la tolerancia al frio, lo cual se
tradujo en plantas mas vigorosas y que a ba-
jas temperaturas permanecen verdes por mas
tiempo.

2.4 Agricultura molecular

Las plantas transgénicas pueden ser utili-
zadas para expresar proteinas recombinantes
heterélogas y biomoléculas, siendo ésta una
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alternativa interesante en reemplazo de los
sistemas microbianos. La perennidad, la pro-
duccion potencial de biomasa, la capacidad de
fijar el nitrdgeno bioldgico y la habilidad para
crecer en areas marginales que poseen las
forrajeras, en particular las leguminosas, las
hace atractivas para este fin. La disponibilidad
de tecnologias que permitan alcanzar niveles
de expresion elevados y contener los trans-
genes, permitiria utilizar a las forrajeras como
biorreactores para la obtencién de enzimas in-
dustriales, productos farmacéuticos, vacunas,
anticuerpos y plasticos biodegradables entre
otros. La alfalfa tiene ciertas caracteristicas
que la convierten en un interesante bioreactor.
Entre ellas se destacan la perennidad y la ca-
pacidad de producir dos 6 tres cosechas en el
afno, existiendo ademas la tecnologia adecua-
da para extraer las proteinas de interés dejan-
do un residuo utilizable para la alimentacion del
ganado. Se han desarrollado y evaluado plan-
tas de alfalfa transgénicas productoras de en-
zimas microbianas involucradas en la degrada-
cion industrial de lignina y celulosa, entre otros.
Este cultivo también ha sido utilizado para la
produccion de polimeros biodegradables como
el polihidroxibutirato (PHB) mediante la intro-
duccion de tres genes de Ralstonia eutropha.

2.5 Evaluacion a campo de plantas

forrajeras transgénicas

A fin de determinar la estabilidad en la ex-
presion de los transgenes, evaluar los nuevos
fenotipos e identificar los eventos de transfor-
macion adecuados para el desarrollo de ger-
moplasma vy cultivares transgénicos es nece-
sario realizar ensayos de campo planificados,
en principio en pequefia escala.

Solo después de haber realizado estas eva-
luaciones se pueden integrar estos materia-
les en programas de mejoramiento molecular
para el desarrollo de cultivares transgénicos.
Un ejemplo ilustrativo de un disefio para en-
sayos de campo en escala reducida es el de
plantas transgénicas de trébol blanco inmunes
al virus del mosaico de la alfalfa. En este en-
sayo se tuvieron en cuenta importantes carac-
teristicas de bioseguridad, como por ejemplo
la presencia de una zona de dos hectareas
sembradas con leguminosas forrajeras que

se sabe que no se cruzan con el trébol blan-
co. El uso de leguminosas forrajeras como el
trébol rojo, trébol de Persia y alfalfa en esta
zona «buffer», sembradas en bandas alterna-
das, asegura que haya un elevado numero de
leguminosas no transgénicas floreciendo en
el ensayo en el periodo critico en que estan
floreciendo las plantas transgénicas motivo del
experimento. Las dimensiones de esta zona
«buffer» fueron disefiadas teniendo en cuen-
ta consideraciones tales como la conducta de
las abejas como polinizadoras del trébol blan-
co, la dispersion del polen, y determinaciones
de flujo génico utilizando un gen marcador de
facil trazabilidad (denominado Feathermark). A
fin de determinar el flujo génico, dos hileras de
trébol blanco no transgénico se incluyeron en
el disefio rodeando el perimetro del ensayo y
las parcelas centrales con las plantas transgé-
nicas. Las semillas cosechadas de las plantas
de trébol blanco no transgénico de estas dos
hileras se analizaron utilizando una combina-
cion de resistencia a antibiético (resistencia a
G418 mediada por un gen npt2 ubicado en el
T-ADN integrado en el genoma de las plantas
transgénicas) y PCR para detectar la presencia
del gen marcador de seleccién. Los resultados
de este analisis confirmaron que este disefio
de campo es adecuado para la evaluacion de
plantas transgénicas (Figura 3).

2.6 Integracion de plantas forrajeras

transgénicas en programas de

mejoramiento y desarrollo de cultivares

transgénicos

Los ejemplos citados mas arriba acerca del
desarrollo de una serie de eventos de transfor-
macion en leguminosas y gramineas forrajeras
constituyen una prueba fehaciente de la fun-
cionalidad de esta tecnologia. El desafio actual
es utilizar esta tecnologia y las herramientas
moleculares actuales para transferir genes va-
liosos de manera multiple o individual. Se trata
de generar variabilidad genética y obtener ger-
moplasma transgénico elite e incorporar estos
factores en programas de mejoramiento para
obtener cultivares. Hoy existen estrategias efi-
cientes para la introgresion de transgenes elite
para la obtencion de cultivares sintéticos (Figu-
ra 3B). En la Figura 3B se muestra la estrategia
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Figura 3. A) Esquema de la liberaciéon a campo, a
pequefia escala, de plantas transgénicas de trébol
blanco inmunes a AMV.
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Figura. B) Estrategia para el desarrollo de germo-
plasma elite transgénico de trébol blanco inmune
a AMV, basada en la utilizacién de PCR cuantita-
tiva para detectar las plantas homocigotas para los
transgenes (npt2'y AMV4).

utilizada para la obtencion de plantas de tré-
bol blanco elites inmunes a AMV, homocigotos
para los transgenes. Involucra cruzas iniciales
de los eventos de transformacion elegidos lue-
go de su evaluacion a campo con plantas elite
no transgénicas (Etapa 1); seleccion por resis-
tencia a antibiético de la progenie que lleva el
transgén y esta ligado al gen marcador npt2, o
analisis por PCR, seguido por cruzas dialélicas

entre la progenie T1 (Etapa 2); identificacion
por PCR cuantitativa o cruza de prueba de las
plantas T2 que son homocigotas para los trans-
genes (Etapa 3). Por ultimo, las plantas elite
homocigoticas para los transgenes son sem-
bradas para su seleccion en un criadero junto
con lineas parentales elite no transgénicas. De
esta manera se identificaran los nuevos pa-
rentales de los cultivares sintéticos transgéni-
cos experimentales, que posteriormente seran
evaluados en distintos ambientes.

3 Gendémica

El mejoramiento de la plantas forrajeras ha
entrado en la era gendmica, lo cual significa
que se cuenta con gran cantidad de nuevas
herramientas y tecnologias para el descubri-
miento de genes y para el analisis global de
los genomas. Todo esto aportara informacién
acerca de todos los aspectos del crecimiento
vegetal, desarrollo, diferenciacién y respuestas
a estreses bidticos y abidticos, revolucionando
el mejoramiento vegetal y la produccion. Miles
de etiquetas de secuencias expresadas (ESTs,
Expressed Sequence Tag) han sido el punto
de partida para dilucidar la funcion de miles
de genes vegetales, permitiendo la creacion
de bases de datos de los principales cultivos;
posibilitando la identificacion, caracterizaciéon
funcional y uso de genes valiosos para los sis-
temas de produccioén de forraje.

3.1 Descubrimiento de genes y
microarreglos para el analisis de la
expresion de genes en plantas forrajeras
Las especies modelo para las cuales se han
encarado proyectos de gendmica basados en
ESTs son Lotus japonicus y Medicago trunca-
tula. Se han generaron mas 220.000 ESTs de
M. truncatula por consorcios internacionales
financiados por el multiples entedidas de di-
versos paises. Otro programa entre Agriculture
Victoria-DNRE (Australia) y AgResearch Limi-
ted (Nueva Zelanda) gener6 mas de 100.000
ESTs de cultivos forrajeros clave para la agri-
cultura de clima templado, como son el raigras
perenne (L. perenne) y el trébol blanco (T. re-
pens). Para ello se secuenciaron a gran escala
clones seleccionados al azar de genotecas de
ADNCc que representaban un amplio rango de
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organos, estados de desarrollo y tratamientos
experimentales. Mas de 50.000 secuencias de
ADN de raigras perenne fueron categorizadas
funcionalmente.

Dentro de este programa se realizaron mi-
croarreglosde ADNc de alta densidad (con
4.000-5.000 gotas/arreglo) para su utilizacion
en la identificacidon de secuencias de tréboles y
raigrases (Figura 4).

Una de las aplicaciones de estos microarre-
glos basados en ESTs de plantas forrajeras es
la fenotipificacién molecular. Esto comprende
el analisis de patrones de expresion global o
patrones de expresion especificos utilizando
hibridacion con sondas complejas de genoti-
pos contrastantes o poblaciones y ambientes
contrastantes. Todo esto puede utilizarse para
integrar los datos de microarreglos con aque-
llos de seleccidén fenotipica convencional.

El analisis comparativo de secuencias y
datos de microarreglos de raigras y tréboles
con aquellos de Arabidopsis y arroz, conjun-
tamente con los programas de descubrimiento
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Figura 4. A) Perfiles de expresién a través de mi-
croarreglos de ADN utilizando dos colorantes fluo-
rescentes (Cy5 y Cy3) para marcar dos muestras
de RNA total provenientes de distintas situaciones
de crecimiento o desarrollo, por ejemplo plantas
creciendo en luz (Cy3) y plantas creciendo en os-
curidad (Cy5). Luego de la hibridacion, los puntos
marcados en verde indican los genes que se en-
cuentran regulados positivamente cuando las plan-
tas se encuentran en condiciones de luz, aquellos
marcados en rojo corresponden a los regulados
positivamente cuando se hallan en oscuridad y los
que estan en amarillo corresponderian a aquellos
genes que estan regulados positivamente en am-
bas situaciones.
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Figura 4. B) Analisis de la imagen de los microarre-
glos de etiquetas expresadas de ADN (ESTs) (Ima-
Gene Software).
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de ESTs en M. Truncatula, han aportado infor-
macion acerca de los aspectos conservados
y divergentes en la organizacion y funcion del
genoma de gramineas y leguminosas.

3.2 Simbio y patogenémica

Las leguminosas y gramineas ofrecen la
posibilidad de estudiar, a nivel genémico, inte-
racciones de distintos tipos como por ejemplo:
planta/patégeno, simbiosis leguminosa/bac-
teria fijadora de nitrégeno, asociaciones legu-
minosa/microrriza y endosimbiosis graminea/
enddfito. La informacion obtenida en estos es-
tudios sera de gran valor para desarrollar resis-
tencia a patdgenos y mejorar las asociaciones
beneficiosas en las forrajeras.

El trabajo de descubrimiento de genes en
M. truncatula esta orientado a estudiar la res-
puesta de la planta ante los patégenos y a ca-
racterizar diferentes sistemas patogénicos que
incluyen hongos como Colletotrichum trifolii y
Phytophthora medicaginis, y bacterias como
Xylella fastidiosa y Xanthomonas alfalfae.

Para mediados del 2000 el US M. truncatu-
la Functional Genomics Project generé 27.000
secuencias de ADN que incluian 2.828 ESTs
de hojas infectadas con Colletotrichum, 2.462
ESTs de hojas infectadas con Phytophthora,
3.259 ESTs de micorrizas de raiz y aproxima-
damente 9.500 secuencias de raiz de diferen-
tes estadios luego de la inoculacién con Si-
norhizobium meliloti, y de nddulos maduros y
senescentes.

Por otro lado existe un proyecto de gené-
mica funcional integrado tendiente a dilucidar
los eventos conducentes a la nodulacion en
las leguminosas utilizando L. japonicus como
modelo. Este proceso de nodulacion involucra
la interaccion compleja entre genes bacteria-
nos y sus productos, con procesos de desa-
rrollo en la planta que involucran percepcion y
transmisién de senales y morfogénesis. El ob-
jetivo es comprender la contribucién genética
de la planta a esta simbiosis a fin de mejorar
las asociaciones naturales beneficiosas para la
agricultura y el ambiente. Este y otros recursos
genéticos de M. truncatula y L. japonicus con-
tribuiran significativamente a conocer y com-
prender las respuestas a patdgenos y estrés y
las interacciones de la rizosfera con las legumi-
nosas forrajeras.

Agriculture Victioria-DNRE también ha en-
carado un programa de gendmica de enddfitos
de gramineas, focalizado en el descubrimiento
de genes graminea-endofito en la asociacion
Festuca arundinaceal/Neotyphodium coeno-
phialum. A través de este programa se han
generado aproximadamente 8.000 secuencias
del hongo que se analizaron a través de soft-
ware de busquedas por homologia, y se carac-
terizaron funcionalmente. El principal interés
esta dirigido al descubrimiento de genes invo-
lucrados en la colonizacion del huésped, en el
aporte de nutrientes para el hongo endofitico
y en la biosintesis de metabolitos secundarios
activos y su regulacion. Este proyecto también
aportara informacion acerca de la interaccion
enddfito-huésped, asi como de los mecanis-
mos fisiolégicos conducentes a un incremento
en el vigor de la planta y a una mayor toleran-
cia a estreses. Estas herramientas gendmicas
y el conocimiento generado posibilitaran el de-
sarrollo de tecnologias para manipular la aso-
ciacion graminea-enddfito y asi incrementar el
rendimiento de la planta, mejorar la tolerancia
a estreses bidticos y abidticos y alterar la espe-
cificidad endofito huésped a fin de beneficiar a
la industria del césped y del forraje.

En otro proyecto similar se han tratado de
aislar y caracterizar genes involucrados en la
biosintesis de indol-diterpenos y ergopeptinas,
en la asociacion Lolium perenne-N. lolii. Estos
compuestos son toxicos para los mamiferos.
Actualmente se conoce la base genética de la
variaciéon fenotipica de cinco cepas de N. lolii
con diferentes perfiles de expresion de la toxi-
na. La proteccion de los meristemas de Lolium
de un exceso de herbivoria es vital para el éxito
reproductivo y la distribucion de esta y otras es-
pecies de gramineas. El desarrollo de asocia-
ciones simbidticas entre gramineas y endofitos
del grupo Epichloé/ Neotyphodium representa
una forma unica de proteccion donde el hués-
ped y el simbionte han co-evolucionado para
beneficio mutuo. El hongo le aporta proteccién
al huésped a través de la produccion de me-
tabolitos bioprotectores en retribucion por los
nutrientes para su crecimiento.

El clonado de los genes de estas vias me-
tabdlicas es un objetivo importante ya que se
conoce poco acerca de la enzimologia, de la
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Tabla 1. Descubrimiento de genes en la flora indigena de Australia y en plantas nativas

de la Antartida

Organismo ESTs Unigenes? Genes nuevosP
Deschampsia Antarctica 12403 7736 3350
Lachnagrostis robusia 5379 2723 716
Lachnagrostis adamsonii 44486 1730 438
Microlaena stipoides 4210 2736 441
Viminaria juncea 6123 4453 1726
Glycyrrhiza acanthocarpa 6570 4872 2202

2 ESTs de mas de 100 nt e identidad superior a 95%, agrupadas en secuencias

CONsSensos.

b | a identificacién de nuevos genes se realizé consultando la base de datos de
GenBank mediante BLASTn, usando como valor maximo de probabilidad 1x e 5.

biosintesis de toxinas y de las condiciones
para la sintesis endofitica de estos metabolitos
ex planta.

3.3 Xeno-genémica

La gendmica comparativa basada en el
analisis de ESTs de varias plantas tolerantes
a estreses abidticos permitira la identificacion
de redes de genes asociados con estreses
ambientales tales como alta salinidad, sequia y
bajas temperaturas, asi como la determinacién
de vias bioquimicas conservadas involucradas
en las respuestas.

La investigacion gendmica utilizando espe-
cies vegetales exdticas, conocida como xeno-
gendmica, incluye el descubrimiento de genes
a través del secuenciado de ESTs a gran es-
cala y el analisis de la expresion global de ge-
nes con microarreglos basados en las mismas.
Esto posibilitara la obtencion de genes clave
y variantes de genes de plantas exdticas, mu-
chos de ellos nuevos y la determinacion de sus
patrones de expresion en respuesta a estreses
abidticos especificos.

Un programa de xeno-genomica llevado
a cabo por Agriculture Victioria-DNRE se en-
cuentra abocado a seleccionar gramineas y
leguminosas australianas nativas y exaticas,
adaptadas a estreses ambientales extremos.

En este marco se han aislando y caracteriza-
do genes que permiten a estas especies tole-
rar estreses abidticos como sequia, salinidad y
suelos de baja fertilidad.

Entre las especies estudiadas se incluyen
gramineas australianas nativas, tales como las
halotolerantes Agrostis adamsonii y A. robus-
ta y la especie tolerante a aluminio Microlaena
stipoides (Tabla 1). También incluye especies
exoticas como Deschampsia artanctica, una de
las dos Unicas plantas vasculares nativas de la
Antartida. Estos descubrimientos facilitaran el
desarrollo de estrategias efectivas de mejora-
miento molecular que permitiran incrementar la
tolerancia a estreses abidticos en forrajeras y
otros cultivos.

4 Resumen y conclusiones

En los ultimos afos se ha realizado un
considerable progreso en el establecimiento
de las metodologias requeridas para
el mejoramiento molecular de plantas
forrajeras. Numerosas estrategias
biotecnolégicas estan siendo consideradas
en relacién al mejoramiento de la calidad
nutritiva a través de la alteracion en la
biosintesis de lignina, carbohidratos
solubles y protoantocianas, y de la
expresion regulada de proteinas ricas en



aminoacidos esenciales, resistentes al
rumen. También se pretende incrementar
la resistencia a patégenos y plagas,
manipular el crecimiento y desarrollo a fin
de incrementar la persistencia y demorar
senescencia, impedir la floracién, regular
negativamente los alergenos del polen.
Mas recientemente el creciente interés en
la produccién de biocombustibles a partir
de celulosa ha impulsado a la ingenieria
genética de ligninas para facilitar la
liberacion de celulosa y hemicelulosa. Las
primeras plantas forrajeras transgénicas
estan siendo evaluadas a campo y se han
seleccionado eventos de transformacion
para el desarrollo de nuevos cultivares.

Las herramientas gendmicas permiten com-
prender mejor la genética, fisiologia y bioqui-
mica de varios procesos vegetales complejos y
acelerar la aplicacién de estrategias de tecno-
logia génica para el mejoramiento de plantas
forrajeras.

La aplicacién de herramientas y metodolo-
gias moleculares para el mejoramiento de es-
tas especies complementa, en gran medida,
a la seleccién empirica basada en el fenotipo.
Estas estrategias son promisorias solamente
cuando se las considera dentro de un progra-
ma de mejoramiento. Los programas mas exi-
tosos son aquellos que incluyen equipos mul-
tidisciplinario, cuyo esfuerzo resultara critico
para el desarrollo de cultivares destinados al
mercado y para de plantas forrajeras destina-
das a otros usos.

La investigacion gendomica en las plantas
forrajeras permite el desarrollo de tecnologias
que van mas alla de los sistemas de produc-
cion de forrajes, incrementando significativa-
mente el valor de las semillas y de los produc-
tos agricolas. La infinidad de genes vegetales
que se descubren continuamente representan
un recurso invalorable.
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V. CAPITULO 3

Caracterizaciéon molecular de la
apomixis y su aplicacion en la
agricultura

Silvina C. Pessino y Juan Pablo A. Ortiz

Qué es la apomixis

Algunas plantas con flores presentan un
modo asexual de reproduccion llamado apo-
mixis. Consiste en la formacion de semillas
que contienen embriones genéticamente idén-
ticos a la planta madre, sin que intervengan los
procesos de meiosis y fecundacién. La apo-
mixis fue descripta por primera vez en 1841 en
la planta australiana Alchornea ilicifolia por J.
Smith. Cuando un ejemplar femenino de esta
especie dioica fue llevado a los Kew Gardens
de Londres desde Asia, la planta aislada flo-
recid y produjo semillas en abundancia en au-
sencia de un progenitor masculino, poniendo
al caracter en evidencia. Paraddjicamente, los
primeros experimentos con plantas apomicti-
cas fueron realizados en forma involuntaria por
Gregor Mendel, quien utilizé cruzas interespe-
cificas de Hieracium para intentar confirmar
los resultados obtenidos en sus famosos estu-
dios sobre la herencia en las arvejas de jardin.
Mendel atribuyé erroneamente a una supuesta
“frecuente autopolinizacién” la falta de segre-
gacion observada en varios cruzamientos. Hoy
sabemos que muchas especies del género
Hieracium son apomicticas.

Se considera que la apomixis ha evoluciona-
do como un sistema de reproduccion alternati-
vo a la sexualidad a través de la reformulacion
de sus programas de desarrollo. Por eso, para
comprender mejor su funcionamiento, es nece-
sario compararla con la reproduccién sexual.
La sexualidad en las angiospermas compren-
de la alternancia ciclica entre los estados de
esporofito (la planta misma, 2n) y gametofito
(el grano de polen y el saco embrionario, n).
La meiosis que ocurre en las flores posibilita
la recombinacion y reduccion del contenido ge-
nético y da lugar a la formacion de las esporas
femeninas (megasporas) en el évulo y masculi-
nas (microsporas) en las anteras. En la megas-

porogénesis se generan cuatro células haploi-
des a partir de una “célula madre de la megas-
pora” que se diferencia en la nucela del 6vulo.
En la mayor parte de las angiospermas, tres de
estas células haploides degeneran, mientras
que la restante constituye la megaspora fun-
cional. Por el proceso de megagametogénesis,
(una serie acotada de mitosis ordenadas), esta
célula desarrolla un megagametofito conocido
como “saco embrionario”. El saco embrionario
mas comun es el de tipo Polygonum, formado
por 8 nucleos haploides (n) contenidos en siete
células, a saber: la ovocélula, dos sinérgidas,
una célula central binucleada, y tres antipodas.
Por otra parte, en las anteras las micrésporas
desarrollan los granos de polen mediante un
proceso de microgametogénesis. El polen ma-
duro esta tipicamente integrado por tres célu-
las haploides (n), dos de las cuales constitu-
yen los gametos masculinos. La otra tiene una
funcion relacionada con el crecimiento del tubo
polinico.

La formacion de la semilla requiere del pro-
ceso de doble fecundacion: un gameto mas-
culino (n) se fusiona con la ovocélula (n) para
originar al cigoto (2n). A partir de este cigoto
se desarrolla el embrion. La célula central del
saco embrionario con sus dos nucleos (n + n)
se fusiona con el otro gameto masculino para
originar el endospermo. Asi, la fusiéon de dos
gametos haploides unicos derivados de la dis-
tribucion al azar del material genético durante
las meiosis masculina y femenina resulta en la
generacion de progenies genéticamente diver-
sas. En resumen, en la reproduccién sexual la
meiosis produce la recombinacion genética de
los caracteres de ambos progenitores y game-
tos haploides. La fecundacién fusiona de ma-
nera aleatoria un gameto masculino con uno
femenino para originar un nuevo individuo con
una constitucién genética unica.

La apomixis elude la ruta sexual evitando la
reduccion meidtica y la fecundacion. El 6vulo
desarrolla una semilla cuyo embrién contiene
exactamente el mismo genotipo que la planta
que lo origina. Por lo tanto este caracter (tam-
bién llamado agamospermia) ha sido definido
como reproduccion asexual a través de semi-
llas. La apomixis fue descripta en mas de 400
especies de plantas pertenecientes a 35 fami-
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lias diferentes, entre las que se destacan las
Gramineas, las Compuestas, las Rosaceas y
las Rutaceas. Presenta formas diversas y pa-
rece haber surgido varias veces independien-
temente durante la evolucién. Brevemente, los
embriones apomicticos pueden formarse a tra-
vés de una ruta esporofitica o gametofitica.

En la apomixis esporofitica, también llamada
embrionia adventicia, los embriones surgen di-
rectamente de una célula somatica de la nuce-
la o de los tegumentos del 6vulo. Comunmente
se forman embriones multiples a partir de cé-
lulas nucelares (esporofiticas) que comparten
el 6vulo junto con el embridn de origen sexual
y utilizan su endospermo para desarrollarse.
Esta forma de apomixis aparece comunmente
en los citricos, los cuales se convirtieron en un
sistema modelo para estudiar el proceso. En
la apomixis gametofitica se forman siempre
sacos embrionarios que difieren en algunos
aspectos del gametdfito femenino haploide (n)
generado a partir de la megaspora funcional.
Su principal diferencia es precisamente el he-
cho de ser diploides (2n) ya que los nucleos
que los conforman no han pasado por el pro-
ceso meiotico y por lo tanto no han reducido su
contenido de ADN. Por eso se dice que estos
sacos embrionarios 0 megagametofitos sur-
gen por un proceso de apomeiosis (apo: prefijo
griego de significacion negativa). De acuerdo
con el origen de la célula que genera al saco
embrionario y al embridn, la apomixis gameto-
fitica puede ser clasificada como: diplosporia,
cuando el saco embrionario se origina a partir
de la célula madre de la megaspora misma ya
sea por mitosis o luego de una falla en la meio-
sis 0 aposporia, cuando el saco embrionario
se origina directamente por mitosis a partir de
una célula somatica cercana, usualmente una
célula de la nucela. Los sacos embrionarios,
sean éstos aposporicos o diplospdricos, con-
tienen un gameto femenino 2n, la ovocélula, a
partir de la cual se desarrolla directamente el
embrion por partenogénesis sin que exista fe-
cundacion. Asi, mientras en el proceso sexual
la reduccién meidtica se complementa con la
fecundacion que restaura el nivel de ploidia
2n, en la apomixis gametofitica la ausencia de
reduccion se complementa con la partenogé-
nesis. La apomixis gametofitica fue estudiada

mas profundamente que la apomixis esporo-
fitica, principalmente por ser el tipo presente
en las gramineas, donde muchas especies
con valor agronémico presentan este modo
de reproduccion. En la Figura 1 se muestra
un esquema comparativo simplificado de las
vias de reproduccion sexual y apomictica en
angiospermas. Los diferentes mecanismos de
apomixis observados en distintos géneros en
comparacion con el proceso sexual de mega-
gametogénesis, fueron esquematizados en la
Figura 2.

Recordemos que en las angiospermas
existe una doble fecundacion. En la apomixis
gametofitica la partenogénesis excluye inva-
riablemente una de las etapas de esta doble
fecundacion: la unién de los gametos mascu-
linos con los femeninos. Sin embargo, no ne-
cesariamente se anula la fecundacion de los
nucleos polares. Aunque en algunos casos el
endospermo puede desarrollarse en forma au-
ténoma (sin la uniéon de un gameto masculino
con los nucleos polares del saco embrionario
apospoérico o diplospdrico) en muchas espe-
cies apomicticas, como en la mayoria de las
gramineas tropicales, es necesario que un ga-
meto masculino se fusione con el o los nucleos
polares de la célula central del saco embriona-
rio para formar el endospermo. A este proceso
se lo llama pseudogamia.

Casi todos los sacos embrionarios diplos-
poricos (con excepcion de los de Eragrostis)
conservan la tipica estructura de los sacos em-
brionarios de origen meiético, generalmente
con siete células y ocho nucleos. Sin embargo,
en la aposporia los sacos muestran por lo ge-
neral una constitucion muy variable, tanto en
taxones diferentes como dentro de un mismo
taxén (Figura 2). Por ejemplo, en gramineas
tropicales o subtropicales, el saco apospérico
se forma por dos mitosis consecutivas, con
permanencia de los cuatro nucleos en un solo
polo celular. Asi se organiza un megagametofi-
to con una ovocélula flanqueada por dos sinér-
gidas y una célula central uninucleada y exten-
samente vacuolizada. Esta estructura de saco
aposporico fue descripta por primera vez para
Panicum maximum y por esa razén a los me-
gagametdofitos con esta morfologia se los cono-
ce como sacos aposporicos de tipo Panicum.
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Meiosis

Célula madre de la megdspora

Megasporas
aploides (n)

/ﬂ

Y

Megagametofito
no reducido (2n)

Esporofito (2n)
Megagametofito reducido (n)

N

Figura 1: Rutas biolégicas de reproduccién sexual y apomictica. Durante la sexualidad una célula de
la nucela del évulo se diferencia como célula madre de la megaspora y luego de sufrir un proceso de meio-
sis da origen a cuatro megasporas haploides. Tres de estas megasporas degeneran y la cuarta da origen a
la formacion de un saco embrionario luego de una serie de mitosis, donde todos los nucleos celulares es-
tan reducidos (n). La ovocélula y los nucleos polares del saco son fecundados por los nucleos generativos
del polen para generar el cigoto y el nucleo primario del endosperma, respectivamente. El cigoto da origen
al embridn a través de sucesivas mitosis. La apomixis consiste en la formacién de un embrién a partir de
una célula no reducida (que no ha sufrido meiosis). En la apomixis gametofitica se observa la formacion de
un megagametofito con células no reducidas, cuya ovocélula (2n) genera un embridn por partenogénesis.
En la embrionia adventicia el embridn es generado directamente a partir de una célula de la nucela en un

proceso similar a la embriogénesis soméatica.

Sin embargo, en las especies aposporicas de
Paspalum, un género también perteneciente
a la tribu Paniceas igual que Panicum, existe
una caracteristica en la constitucién de los sa-
cos aposporicos que los diferencia netamente
del tipo Panicum: en Paspalum los sacos ge-
neralmente tienen una célula central con dos
nucleos polares y a veces tres (Figura 3). Esta
caracteristica es importante porque debido a
la pseudogamia, la relacion genémica mater-
na/paterna del endospermo es distinta en las
plantas sexuales y en las aposporicas. En las
sexuales, hay una relacion 2/1 materno/pater-
no (madre n + n; padre n), mientras que en las
aposporicas esa relacion es generalmente 4/1
(madre 2n + 2n; padre n). En Panicum la rela-
cion es 2/1 tanto en las sexuales como en las
aposporicas (n + n/n en las sexuales y 2n/n en
las aposporicas).

Otros aspectos sustanciales del caracter

apomixis

Hay varias caracteristicas particulares de
este modo de reproduccion que merecen ser
remarcadas. Por una parte la apomixis usual-
mente no altera la formacion del microgame-
téfito y la meiosis ocurre en las anteras gene-
rando polen reducido, aunque a veces se ob-
servan tasas inferiores de viabilidad. Ademas,
apomixis y sexualidad no son procesos mutua-
mente excluyentes ya que pueden aparecer
simultaneamente sacos reducidos (meioticos)
y no reducidos (provenientes de apomixis) en
una misma planta, en una misma inflorescen-
cia y aun en un mismo o6vulo. Una planta apo-
mictica que es capaz de generar al menos una
parte de su progenie por medios sexuales se
conoce como “facultativa”. Por lo tanto, en los
genotipos apomicticos facultativos las proge-
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Figura 2: Distintos tipos de sacos embrionarios formados durante el proceso de apomixis. En la
mayoria de las plantas angiospermas sexuales, la célula madre de la megaspora realiza un proceso de
meiosis y genera cuatro megasporas haploides, tres de las cuales degeneran. La cuarta megaspora lleva
a cabo una serie de tres divisiones mitoéticas para formar un saco embrionario reducido y octanucleado. En
el proceso de embrionia adventicia la formacion del saco sexual es normal, pero las células nucelares ad-
yacentes desarrollan embriones somaticos que coexisten con el embrién de origen sexual. En la apomixis
diplospdrica la célula madre de la megéaspora realiza una serie de mitosis para generar un saco embriona-
rio no reducido o inicia un proceso de meiosis que falla y se genera un saco embrionario no reducido. En
la apomixis aposporica células de la nucela cercanas a la célula madre de la megaspora realizan varias
mitosis consecutivas para generar un saco embrionario no reducido cuya caracteristica mas notable es la
ausencia de antipodas.

nies segregan como clases maternas (2n + 0)
y no-maternas o aberrantes. Hay tres tipos di-
ferentes de individuos aberrantes que pueden
encontrarse en la progenie de una planta apo-
mictica: 1) hibridos BIIl (2n + n) que resultan de
la fecundacién de una ovocélula no reducida,
2) hibridos BIlI (n + n) que resultan de la fe-

cundacién de una ovocélula reducida y 3) ha-
ploides (n + 0) generados por partenogénesis
a partir de una ovocélula reducida.

Por otra parte, la apomixis gametofitica se
relaciona fuertemente con la poliploidia. En
general las especies apomicticas presentan
razas de bajos niveles de ploidia (usualmente
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Figura 3: Microfotografias de secciones de 6vulos de razas tetraploides de Paspalum notatum.
A: 6vulo conteniendo un saco embrionario meiotico (las dos sinérgidas y algunas de las antipodas no se
observan porque estan en una seccion adyacente al corte del 6vulo). B: évulo conteniendo dos sacos
embrionarios aposporicos con dos nucleos polares. Referencias: a, antipodas; e, ovocélula, p, nucleos

polares; barra = 30 micras

diploides) que se reproducen por sexualidad
y otras de mayor nivel de ploidia (por ejemplo
tri, tetra o pentaploides) que se reproducen
por apomixis. Estos complejos integrados por
individuos sexuales y apomicticos de distinto
nivel de ploidia se conocen como “complejos
agamicos” y se consideran estructuras repro-
ductivas complejas y evolucionadas donde la
sexualidad permite la generaciéon de nuevos
genotipos y la apomixis la propagacién clonal
muy eficiente de las combinaciones genéticas
superiores. Al menos para algunas especies
(por ejemplo P. notatum 'y P. rufum) existen evi-
dencias que sugieren que la diversidad gene-
rada a niveles menores de ploidia puede ser
impulsada hacia los niveles poliploides por me-
dio de eventos sucesivos de hibridizacion 2n +
n. La relacién de la apomixis con la poliploidia
es estrecha ya que existen muy pocos casos
reportados de diploides que muestran repro-

duccion apomictica. Existen varias teorias que
explican la baja frecuencia de apomixis a ni-
vel diploide. Una fue propuesta por Nogler y
sostiene que un alelo dominante A, responsa-
ble de la aposporia, no puede ser transmitido
a través de gametas haploides, con lo cual la
apomixis no puede ser encontrada en diploides
naturales. Otra fue planteada por Mogie y sos-
tiene la existencia de un fendmeno de dosaje
geénico para un alelo mutante a-, en presencia
del alelo salvaje a+, para que el caracter se
exprese. De acuerdo a esta teoria la ausencia
de apomixis en los diploides naturales se debe
mas bien a una falta de expresion, en lugar de
la no-transmisién propuesta por Nogler. Mogie
sugiere que se necesitan dos copias del alelo
a- (frecuencia mayor a 0,5) para la expresion
de la apomixis. En contraste con esta teoria,
Noirot propone que el alelo a+ no deberia es-
tar presente en una frecuencia mayor de 0,25.
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La demostracion del caracter dominante del
alelo determinante de la apomixis en muchas
especies aposporicas contradice estas ultimas
hipoétesis. Sin embargo, en el género Paspalum
se demostré que debe existir cierto efecto de
dosaje relacionado con la poliploidia, ya que la
sola duplicacion cromosdmica con colchicina
de diploides sexuales indujo, al menos en algu-
nos casos, la obtencion de tetraploides apomic-
ticos. En base a esas observaciones, Quarin y
colaboradores postularon que el determinante
genético responsable de la apomixis existiria
a nivel diploide, pero que su expresion estaria
condicionada por uno o varios genes adiciona-
les sujetos a efectos de dosaje. Una hipdtesis
alternativa podria ser que una condicion epige-
nética asociada con la poliploidia posibilitara la
expresion del alelo determinante del caracter.
Asi, a nivel diploide el alelo determinante de la
apomixis estaria eventualmente presente, pero
so6lo seria capaz de expresarse en forma apre-
ciable en entornos poliploides que provean un
paisaje epigenético propicio.

Mejoramiento genético de especies

naturalmente apomicticas

Algunas especies apomicticas tienen un
valor agronémico muy importante, como es
el caso de varias gramineas forrajeras, los ci-
trus, el mango vy las fresas. Hasta el presente,
so6lo se dispone de programas de mejoramien-
to avanzados en algunas gramineas forraje-
ras entre las que se encuentran especies de
los géneros Brachiaria, Cenchrus, Eragrostis,
Panicum, Paspalum, Pennisetum y Poa. En
principio, las plantas apomicticas facultativas
pueden ser mejoradas por metodologias de
cruzamiento convencionales, ya que producen
al menos algunos sacos embrionarios meioti-
cos que posibilitan la hibridacion y seleccion.
En cambio en los apomicticos obligados (que
se reproducen completamente o casi comple-
tamente en forma clonal), la hibridacion y el
analisis de segregacién son impracticables.
Las progenies de tales plantas exhiben siem-
pre el fenotipo materno o pueden ocasional-
mente aparecer variantes que probablemente
surjan de mutaciones mas que de segregacion
sexual. Por ello, la disponibilidad de individuos
sexuales o con algun grado de sexualidad

(apomicticos facultativos), del mismo nivel de
ploidia en el cual se expresa la apomixis es un
requisito fundamental para el mejoramiento de
estas especies. Estos individuos presentan un
cierto grado de variabilidad como para aumen-
tar las posibilidades de supervivencia frente a
cambios ambientales y aportan asimismo ger-
moplasma util para el mejoramiento.

Uno de los principales requisitos para lle-
var adelante un programa de mejoramiento
de una especie apomictica es la coleccion de
germoplasma diverso desde las fuentes de
origen. Una buena coleccion posibilita ampliar
la base genética disponible y eventualmente
identificar introducciones sexuales o altamen-
te sexuales (apomicticas facultativas con alta
expresion de sexualidad). La evaluacién de es-
pecies relacionadas es también una alternativa
importante cuando no se dispone de plantas
sexuales de la especie de interés. Ejemplos
de cruzamientos interespecificos e incluso in-
tergenéricos empleados como punto de partida
en programas de mejoramiento se encuentran
en Brachiaria, Zea x Tripsacum y Pennisetum,
entre otros.

El adecuado conocimiento de la biologia flo-
ral, citogenética y modo de reproduccion de
los materiales disponibles es un requisito fun-
damental para cualquier estrategia de mejora-
miento. Como se vera mas adelante, los estu-
dios realizados para determinar la base gené-
tica de la apomixis en varias especies de gra-
mineas indican que el caracter presenta un tipo
de herencia relativamente simple, haciendo po-
sible entonces su utilizacién en programas de
mejoramiento una vez que son detectados indi-
viduos sexuales o apomicticos facultativos. En
estos casos los genotipos apomicticos obliga-
dos con caracteristicas deseables pueden ser
usados como dadores de polen. Debido a que
los gametos masculinos son reducidos y que
la mayoria de las especies apomicticas son al-
tamente heterocigotas, los cruzamientos entre
individuos sexuales (utilizados como progeni-
tores femeninos) y apomicticos (empleados
como dadores de polen) pueden conducir a la
generacion de progenies F, variables donde es
posible seleccionar. Hay que tener en cuenta
que si bien son necesarios individuos sexua-
les o con adecuada expresion de sexualidad

408 Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



para realizar las cruzas, en el momento de la
seleccion habra que usar el criterio contrario,
es decir, seleccionar los mejores fenotipos
que contengan un alto grado de expresiéon de
la apomixis. Esto conducird a la obtencién de
nuevas variedades genéticamente estables. El
objetivo final de un programa de mejoramiento
de una especie apomictica en el cual ha sido
posible obtener recombinacion genética es la
identificacion en la poblacién segregante de los
genotipos superiores, con reproduccion com-
pletamente (o casi completamente) apomictica
que puedan ser transformados en cultivares
mediante su multiplicacion por semillas. El ca-
mino no es sencillo porque en cada generacion
es necesario distinguir en la progenie, cuales
son los individuos generados por sexualidad y
cuales por apomixis. Dentro de los generados
por sexualidad, habra que seleccionar los que
al mismo tiempo posean las mejores caracte-
risticas agronémicas y presenten un alto grado
de expresién de la apomixis. Otro aspecto a te-
ner en cuenta es el nivel de ploidia de los pro-
genitores que seran empleados en los cruza-
mientos. Los primeros estudios de hibridacion
indicaron la necesidad de realizar cruzas entre
especies sexuales y apomicticas con el mismo
nivel de ploidia ya que varios intentos realiza-
dos entre diploides sexuales y poliploides (en
general tetraploides) apomicticos condujeron a
la generacion de progenies estériles.

En las gramineas tropicales y subtropicales
se ha hecho un buen uso del caracter en el me-
joramiento, especialmente en la domesticacién
de algunas especies. Tres lineas de trabajo han
sido llevadas adelante en estos programas: 1)
la seleccion de los mejores genotipos naturales
partiendo de una amplia coleccién de germo-
plasma y estudiando caracteristicas como la
productividad de biomasa, calidad de forraje,
adaptabilidad al cultivo y a distintas condicio-
nes ambientales, capacidad de producciéon de
semilla, persistencia al pastoreo, y otras. Hay
numerosos ejemplos de cultivares de pastos
forrajeros apomicticos que se mejoraron usan-
do este tipo de seleccion. Asi se obtuvieron va-
riedades apomicticas de Paspalum, Brachia-
ria, Panicum, Themeda, Eragrostis y Melinis.
Tomando como ejemplo al género Paspalum,
en primer lugar se seleccionaron algunas es-

pecies como P. notatum (apomictico, 4X), P.
dilatatum (apomictico, 5X), P. plicatulum, P.
atratum, y luego se eligieron algunos ecotipos
por sus cualidades agronémicas y su adaptabi-
lidad al cultivo. En el sur de los Estados Unidos
se han popularizado algunas variedades tetra-
ploides apomicticas de P. notatum (Argentine,
Paraguay, Paraguay 22, Wilmington, Tifton 7 y
otras). También se cultivan algunas variedades
apomicticas de Dallisgrass (P. dilatatum) selec-
cionadas de la misma manera. En nuestro pais
se cultivaron durante mucho tiempo dos varie-
dades apomicticas de P. guenoarum: el Pasto
Rojas y el Pasto Ramirez, seleccionadas por
este método en Paraguay. Recientemente se
han inscripto otras dos variedades que han sido
seleccionadas en la Facultad de Ciencias Agra-
rias de la Universidad Nacional del Nordeste: el
Pasto Camba (P. atratum) y el Pasto Chané (P.
guenoarum). Otro ejemplo es el de Eragrostis
curvula (pasto llorén), cuyos cultivares provie-
nen de selecciones practicadas sobre materia-
les nativos de Tanzania y Sudafrica. El pasto
llorén fue introducido en Argentina aproxima-
damente en 1930 en una estancia de la provin-
cia de San Luis. De ahi, en 1947, semillas del
cultivar Tanganyika (primer cultivar adaptado)
fueron remitidas a la Estacion Experimental
INTA Anguil, donde fueron multiplicadas consti-
tuyendo la base de la intensificacion del cultivo
en nuestro pais; 2) la segunda posibilidad de
mejoramiento, en la que aun se ha avanzado
poco, consiste en realizar cruzamientos con
genotipos sexuales poliploides naturales, que
son muy raros. Un buen ejemplo de esto son
las variedades Nueces y Llano de Buffelgrass
(Pennisetum ciliaris) desarrolladas en EEUU en
la década del 70 a partir de cruzamientos entre
una rara planta 4x sexual (natural) por plantas
apomicticas 4x (que son las comunes en esta
especie). También se pueden conseguir plan-
tas 4X sexuales por duplicacion cromosomica
de una planta diploide sexual. Mediante este
tipo de tratamientos se han obtenido plantas
tetraploides sexuales en B. ruziziensis, E. cur-
vula, P simplex, P. notatum y P. hexastachium.
La disponibilidad de estas plantas, ademas de
facilitar los planes de cruzamientos, permitié la
realizacion de estudios detallados de la heren-
cia del caracter apomixis en algunas de estas
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especies. Actualmente, poblaciones segregan-
tes de P. notatum obtenidas a partir del cruza-
miento entre individuos tetraploides sexuales
(generados experimentalmente) y apomicticos
naturales estan siendo evaluadas en pruebas a
campo en Florida, EEUU. 3) Una tercer estra-
tegia de mejoramiento consiste en la obtencion
de variantes somaclonales a partir del cultivo
in vitro de tejidos. Esta metodologia se basa
en la aparicién de variaciones heredables en
las plantas regeneradas in vitro (conocidas
como variantes somaclonales) que pueden uti-
lizarse en el mejoramiento. Por ejemplo, en el
laboratorio de Genética del Departamento de
Agronomia de la Universidad Nacional del Sur,
Bahia Blanca, Argentina, se obtuvieron varios
somaclones de pasto lloron (Eragrostis curvu-
la), entre ellos una linea tetraploide apomictica
registrada como cultivar Don Luis (RC9191,
2006-2026) en honor al Ing. Luis A. Mroginski,
uno de los pioneros en el desarrollo del culti-
vo in vitro de tejidos vegetales en nuestro pais.
Don Luis se distingue de los otros materiales
de Eragrostis curvula por su niumero cromoso-
mico (2n = 64), el ancho de sus hojas, el co-
lor azul de las mismas y su resistencia a bajas
temperaturas. En estado reproductivo se dife-
rencia por el mayor tamafo de las panojas en
relacion a otros cultivares.

Usos potenciales de la apomixis en el

mejoramiento de plantas naturalmente

sexuales

La ausencia de recombinacion durante la
megagametogénesis y de fecundaciéon de la
ovocélula por un gameto masculino posibilita
la generacion de embriones que presentan una
constitucion genética idéntica a la de la plan-
ta madre. La apomixis es un caracter utilizable
en el mejoramiento de plantas y la produccién
de alimentos, ya que puede constituir una he-
rramienta ventajosa para la estabilizacion de
genotipos superiores y la fijacion de combina-
ciones hibridas. La perspectiva mas atractiva
que representa la apomixis para la agricultura
es la posibilidad de obtener y propagar, por se-
millas, nuevos hibridos interespecificos e inter-
genéricos, permitiendo el desarrollo de genoti-
pos mejor adaptados a los distintos ambientes
y con altos rendimientos. En teoria cualquier

combinacién genética que lleve los factores de-
terminantes de la apomixis podria ser manteni-
da y multiplicada como una réplica exacta por
innumerables generaciones via semillas. Esto
posibilitaria el uso del caracter para propagar
especies que actualmente se clonan vegetati-
vamente o in vitro. La perspectiva de reproducir
hibridos superiores via semillas podria repre-
sentar una ayuda importante para los produc-
tores agropecuarios de los paises en desarro-
llo, permitiéndoles sostener altos rendimientos
afo tras ano usando parte de la cosecha sin
pérdidas en la produccion debidas a la segre-
gacion o endogamia. Entre otras ventajas, la
expresion de la apomixis reduciria al minimo
el aislamiento fisico requerido para preservar
lineas genéticas homocigotas. Asimismo faci-
litaria el uso de transformantes considerando
que una planta transgénica apomictica fijaria
inmediatamente el nuevo caracter y se conver-
tiria en un cultivar luego de su multiplicacion.
En un planeta con una demanda creciente de
alimentos, que debera duplicar su produccion
en los préximos 50 afos utilizando una super-
ficie de siembra igual o menor a la actual, esa
opcion resulta de crucial importancia. Se calcu-
la que solamente para la produccion de arroz
hibrido y con una tasa moderada de acepta-
cion por parte de los agricultores, esta tecno-
logia brindaria beneficios globales por unos 2
a 4 billones de ddélares anuales. Las ventajas
enumeradas y muchas otras no mencionadas
aqui hacen que este caracter represente un
beneficio potencial enorme para la agricultura
y que se hayan comparado los incrementos po-
tenciales en la produccion a través del uso de
esta tecnologia con aquellos derivados de la
revolucion verde a partir de los afios 60.

El control genético de la apomixis

La apomixis es un caracter heredable, pero
su control genético no fue aun completamen-
te esclarecido. Tradicionalmente se considerd
que sus determinantes basicos podrian haber-
se originado por mutacion y que la mayoria de
los otros genes involucrados en su expresion
son similares a los de la sexualidad. A pesar de
su amplia distribucion en las angiospermas, el
caracter no es muy comun en los cultivos ma-
yores o en sistemas modelos. Esta condicion
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forzé a que los estudios en este campo deban
ser realizados en especies silvestres que son
poliploides, altamente heterocigotas y con una
pobre caracterizacion genética. La diseccion
de las bases genéticas del caracter es por lo
tanto dificultosa y compleja. Los estudios de
herencia solo son posibles si pueden cruzarse
progenitores completamente sexuales y apo-
micticos y la progenie F, segregante puede ser
examinada por métodos citoembrioldgicos o
por analisis de progenies en busca de variacio-
nes con respecto al fenotipo materno. El ana-
lisis de progenies usando marcadores molecu-
lares puede ser usado como un indicador de
la proporcion de progenies apomicticas de un
determinado individuo. En las cruzas de este
tipo (que pueden ser intra o interespecificas)
se utiliza un poliploide sexual natural o genera-
do artificialmente como planta madre, mientras
que un genotipo apomictico contribuye como
dador de polen.

El modo de clasificacion de las progenies en
apomicticas y sexuales fue motivo de contro-
versia durante varias décadas entre los inves-
tigadores dedicados al estudio de la apomixis.
Mientras algunos proponian tener en cuen-
ta su grado de expresividad, considerandolo
como un caracter cuantitativo, otros conside-
raban que era mas conveniente tratarlo como
un caracter cualitativo, y proponian clasificar a
una planta como apomictica siempre y cuando
llevase al menos un saco embrionario no re-
ducido. El primer modo de clasificacion resul-
taria adecuado si la diferente expresividad de
la apomixis se originase en la necesidad de la
accion conjunta de varios genes mayores que
determinaran el caracter o estuviese influida
por la presencia de modificadores, mientras
que la segunda aproximacion seria mas apro-
piada si el caracter estuviese controlado por un
gen simple cuya expresividad dependiese de
factores epigenéticos asociados. Se sabe que
el ambiente puede afectar el grado de apo-
mixis en algunas especies, lo que sugiere que
efectivamente puede haber tanto genes modi-
ficadores como factores epigenéticos jugando
un rol en la expresividad del caracter. Por otra
parte, se demostré6 que en hibridos de Pen-
nisetum, plantas pertenecientes a diferentes
progenies todas ellas portadoras de la misma

region que controla la apomixis, presentan di-
ferente expresividad, lo que refuerza la idea de
que deben existir modificadores o alteraciones
epigenéticas afectando al caracter. En ningun
caso el efecto de esos modificadores o la natu-
raleza del posible control epigenético han sido
estudiados en detalle. Como veremos, en los
ultimos anos se impuso mayoritariamente el
modelo cualitativo de clasificacion, ya que casi
todos los estudios de mapeo han considerado
una planta como apomictica si se observa en
ella al menos un saco embrionario no reducido,
independientemente del grado de expresividad
del caracter. El hecho de que en casi todas las
especies apomicticas los marcadores ligados
a la apomeiosis mapean en una unica region
genomica hace pensar que aplicar el modelo
cualitativo es esencialmente correcto, aunque
permanece pendiente el estudio de cuales son
los factores que afectan la expresividad del ca-
racter.

La apomixis esporofitica se hereda en for-
ma simple como un caracter dominante. En el
unico estudio de mapeo reportado hasta ahora
en Citrus el caracter presentd una segregacion
simple con una relacién de segregacién de 3:1.
Sin embargo la aplicacién del mapeo de QTLs
resultdé en la identificacion de 6 loci mayores
con efectos positivos o negativos, un patron
mas complejo que el anticipado. Actualmente
se estan llevando a cabo estudios genéticos
y moleculares adicionales en Citrus y géneros
relacionados asi como también en otras espe-
cies que se reproducen por embrionia adven-
ticia.

La aposporia parece estar controlada por un
unico locus en donde un gen mayor dominan-
te o un grupo de genes ligados y coadaptados
(que funcionan como una sola unidad genética
a causa de una fuerte supresion de la recom-
binacién) son los responsables de la expresién
del caracter. En la mayoria de las gramineas
forrajeras estudiadas el “apo locus” aparece
como una region genomica compleja, que con-
tiene numerosos genes que son transmitidos a
la progenie como un bloque. Es importante no-
tar que la palabra “locus” es utilizada aqui para
denotar una regién del genoma que puede in-
cluir uno o varios genes. Este Unico “locus” en
algunas especies segrega en forma Mendelia-
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na y en otras, muestra una fuerte distorsion de
la segregacion. El modelo del locus unico se
aplica a casi todas las especies apospdéricas
estudiadas (Pennisetum squamulatum, Pen-
nisetum ciliare, Panicum maximum, Brachiaria
sp., Paspalum notatum, Ranunculus sp 'y Hiera-
cium sp), Supone que la constitucion genética
de las plantas sexuales seria del tipo nuliplexo
(aaaa) mientras que los individuos apomicti-
cos serian uniplexos (Aaaa), siendo A el alelo
dominante determinante de la aposporia. Los
cruzamientos de individuos de este tipo gene-
rarian progenies F, que segregan en sexuales
y apomicticos con relaciones de segregacion
aproximadas al 1:1, aunque en algunos casos
se observan fuertes desviaciones en esta rela-
cidon. Las distorsiones en la segregacion en P,
notatum han sido atribuidas a un efecto pleio-
tropico letal del gen/es determinantes de la
apomixis, o a un ligamiento parcial con un gen
letal. Por otro lado en Poa pratensis esta clara-
mente documentado que existe recombinacion
entre la aposporia y la partenogénesis, lo cual
indica un control independiente para cada uno
de estos componentes. Ademas no se observa
supresion de la recombinacion en la region. En
esta especie la partenogénesis puede evaluar-
se facilmente en ausencia de fertilizacion por el
desarrollo de embriones luego del tratamiento
con auxina. Cuando este caracter se analizd
en forma cualitativa se demostré que involucra
a un unico gen. Posteriormente se postulé para
Poa un modelo genético mas complejo que in-
cluye genes simples, no ligados para la inicia-
cion de la aposporia, la prevencion de la apos-
poria, la iniciacién de la partenogénesis, la pre-
vencion de la partenogénesis y el desarrollo de
la megaspora. Este ultimo modelo es sostenido
por la observacion de clases discretas con di-
ferente expresividad del caracter apomixis, que
podrian ser explicadas mejor con un modelo de
5 genes.

El modelo del gen unico, aplicado a nume-
rosas especies aposporicas, deja sin solucio-
nar varias cuestiones, ademas de la ya men-
cionada respecto a la diferente expresividad.
Por ejemplo en el caso de Panicum maximum
(que es una especie apomictica facultativa, o
sea forma algunos de sus descendientes por
sexualidad) si bien se postula que las plantas

apomicticas son uniplexas (Aaaa) hasta ahora
no se han encontrado en la naturaleza plantas
completamente sexuales (aaaa). Esta situacion
se repite en otras especies apomicticas. Tam-
poco se puede explicar el hecho de que siem-
pre que se utilizé como polinizador a una planta
apomictica, ésta resultd ser un genotipo Aaaa.
¢,Coémo es posible que el genotipo uniplexo sea
el unico existente en las poblaciones apomicti-
cas facultativas? Estas cuestiones plantean la
posibilidad de que la herencia de la apomixis
no pueda ser explicada unicamente en base
a la constitucion genética, sino que también
deba tenerse en cuenta el entorno epigenéti-
co asociado y la estrecha relacion de ambas
condiciones con la poliploidia. La demostracion
reciente de que ocurren modificaciones gené-
ticas y epigenéticas especificas, recurrentes y
reproducibles durante los eventos de alo y auto
poliploidizacion plantea posibilidades novedo-
sas respecto al origen de la regidn que contie-
ne a locus apo y su funcionamiento en relacién
con la poliploidia.

La diplosporia, a diferencia de la aposporia,
parece estar controlada por dos o mas genes
que segregan en forma independiente, res-
ponsables de la apomeiosis, la partenogéne-
sis y la formacion auténoma del endospermo,
cuando esta ultima existe. El ligamiento entre
el desarrollo del saco embrionario diplospdrico
y la partenogénesis puede ser eliminado en al
menos dos taxones de Asteraceae: Erigeron 'y
Taraxacum. En cruzas de diploides sexuales y
triploides apomicticos de Taraxacum muchos
hibridos 3x y 4x forman semillas en ausencia
de polinizacién, mientras que el endospermo
se desarrolla autbnomamente, tal como se
esperaria en Taraxacum apomicticos. Sin em-
bargo, varios hibridos 3x no forman semillas si
no se los poliniza, aunque uno de ellos produjo
embriones 2n+n (derivados de la fecundacién
de sacos embrionarios no reducidos) cuando
fue polinizado con un diploide. Este genotipo
realiza apomeiosis (ausencia de reducciéon de
la gameta) pero es incapaz de hacer parteno-
génesis. La independencia entre la diplosporia
y la partenogénesis fue luego confirmada en
otras cruzas. El desarrollo autbnomo del en-
dospermo también segrego en forma separada
de la partenogénesis. Curiosamente, la region
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que determina la diplosporia en Taraxacum
no presenta reduccién de la recombinacion,
constituyéndose (junto al caso de la apospori-
ca Poa pratensis) en uno de los pocos ejem-
plos de recombinacion en la regién genémica
que determina la formacion apomeiodtica de un
saco embrionario. Similarmente, las progenies
originadas a partir de cruzas entre diploides
sexuales y poliploides apomicticos de Erigeron
annuus mostraron que varias plantas diplos-
péricas no formaban embriones, sugiriendo
que se habia eliminado el componente de la
partenogénesis. Se demostré claramente que
las dos caracteristicas segregaban en forma
independiente. La region que lleva el locus DIP
(que determina la diplosporia) también presen-
ta restriccion de la recombinacion (como en el
caso de la region APO en la mayoria de las es-
pecies apospoéricas estudiadas), pero no asi la
region responsable de la partenogénesis. Otra
especie diplosporica extensamente estudiada
es Tripsacum dactyloides, debido a que es un
pariente lejano del maiz y presenta potencial
para la transferencia del caracter a esta espe-
cie por mejoramiento convencional. En esta
especie la diplosporia se hereda de manera
simple. Varios marcadores del cromosoma 6
de maiz cosegregan estrictamente con el ca-
racter. Aunque la regién presenta una fuerte
supresion de la recombinacién en las razas
apomicticas, en las cruzas de diploides sexua-
les se detecta una recombinacién considerable
entre los mismos marcadores. La localizacién
de la apomixis en una translocacién cromoso-
mal en hibridos de maiz —Tripsacum también
reforzé la conclusion de que un Unico cromoso-
ma de Tripsacum transmite la apomixis.

Transferencia del caracter apomixis a

especies de interés agronémico

Aunque desde el punto de vista del mejora-
miento genético la apomixis puede conside-
rarse como un sistema que restringe la varia-
bilidad genética, esta forma de reproduccion
constituye una herramienta unica para desa-
rrollar cultivares superiores y preservar combi-
naciones hibridas indefinidamente. Por ello la
transferencia del caracter a las especies cul-
tivadas ha sido perseguida desde hace tiem-
po. Basicamente se consideran tres grupos

generales de procedimientos para transferir la
apomixis a especies sexuales: i) hibridacion
clasica entre una planta sexual y un pariente
apomictico natural; ii) iniciacion de la expresion
de la apomixis por experimentos de bloqueo de
genes (mutantes T, etiquetado transposicional,
mutagénesis) y iii) transformacién de cultivares
sexuales con genes que controlan la expresion
del caracter. Las dos primeras aproximaciones
ya fueron intentadas, aunque hasta el momen-
to los proyectos no han sido del todo exitosos.
La tercera opcion todavia continua siendo hi-
potética.

Los primeros experimentos dirigidos a in-
troducir la apomixis a través de cruzamientos
fueron realizados hace unos 40 afos por D.
F. Petrov, quien realizd hibridizaciones entre
maiz y razas tetraploides de Tripsacum dacti-
loydes (una especie diplosporica también per-
teneciente a la tribu de la Andropogéneas igual
que el maiz). Posteriormente otros grupos de
investigacion produjeron hibridos interespecifi-
cos de maiz-Tripsacum que se reproducen por
apomixis. Sin embargo, como los genotipos
obtenidos luego de una serie de retrocruzas
con maiz son completamente macho-estériles,
el progreso en la recuperacion del genoma de
esta especie esta fuertemente asociado con
la capacidad de generar hibridos con algun
grado de reproduccion sexual (apomicticos
facultativos). La imposibilidad de generar este
tipo de individuos es la principal dificultad que
enfrenta este sistema. Una dificultad adicional
es el fuerte requerimiento de una relaciéon 2:1
en el numero de genomas haploides maternos
y paternos que contribuyen a la formacion del
endospermo en maiz. Estos problemas han
demorado el progreso en la introduccion de la
apomixis en maiz en los ultimos afos. La trans-
ferencia de la apomixis al mijo perla (Pennise-
tum glaucum) desde P. squamulatum por un
programa de mejoramiento iniciado al final de
los 70 es considerado el mas avanzado de su
tipo. En este esquema las retrocruzas con Pen-
nisetum glaucum han avanzado hasta la gene-
racion BC,, mediante la seleccion de grandes
progenies para identificar individuos apomicti-
cos parcialmente macho fértiles. Estas plantas
son morfolégicamente muy parecidas al mijo
perla, aunque producen un bajo numero de
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semillas viables. Este hecho estaria vinculado
a la formacion del endospermo y es un incon-
veniente que aun resta resolver. En resumen,
la factibilidad de la transferencia esta aun por
demostrarse. Los principales obstaculos son:
equilibrar el balance endospérmico y lograr la
expresion de la apomixis a nivel diploide. Aqui
se deberia lograr, seguramente a través de un
esfuerzo multidisciplinario internacional, un
conocimiento profundo de la relacion entre la
expresion de la apomixis y la poliploidia, espe-
cialmente de la autoploidia. En gramineas de la
subfamilia Panicoideas (Paspalum, Panicum,
Tripsacum, Brachiaria, Melinis y otras) es po-
sible que el sistema apomictico difiera del que
existe en Pooideas (Poa, Elymus y otras). Son
necesarios conocimientos basicos mas profun-
dos de la embriologia de especies silvestres
con sistemas apomicticos, para determinar qué
género 0 qué especie son los mas adecuados
para obtener los genes que podrian utilizarse
en futuras transformaciones genéticas que per-
mitan usar la apomixis en los cereales.

Los intentos para generar mutantes apo-
micticas inactivando genes de la sexualidad
por etiquetado transposicional o mutagénesis
no han tenido éxito aun en recrear el caracter
pero permitieron la identificacion de varios ge-
nes involucrados en el control de etapas parti-
culares de su desarrollo, como la proliferacién
del endospermo en ausencia de fertilizacion o
la generacion de sacos no reducidos que por
fecundacion produjeron hibridos Blll. La trans-
formacion genética de cultivares sexuales con
genes que controlan el inicio del caracter es
aun hipotética.

Caracterizacion molecular de la region

gendémica que gobierna la apomixis

En los ultimos anos la tecnologia de mar-
cadores moleculares y los procedimientos de
biologia molecular han generado una cantidad
considerable de conocimientos nuevos sobre
las bases moleculares de la apomixis. Los gé-
neros de gramineas para los cuales se dispone
de mas datos acerca de la estructura molecular
de la region gendmica asociada a la apomixis
son hasta el momento Pennisetum y Paspa-
lum. En Pennisetum ciliare y Pennisetum squa-
mulatum la region que determina la apomixis

es un sector no recombinante de tamafio cal-
culado en unos 50 Mpb. Se aislaron 99 clones
de BAC conteniendo marcadores moleculares
que mapean en esta region. Algunos de estos
clones fueron utilizados para realizar estudios
de FISH (hibridizacion fluorescente in situ; del
inglés fluorescent in situ hybridization) sobre
cromosomas de estas especies. En P. squamu-
latum los experimentos de FISH confirmaron
que la regién asociada a la aposporia (ASGR)
es fisicamente muy grande (mas de 50 Mpb) y
que esta localizada cerca del telémero sobre
el brazo corto del cromosoma portador. Tam-
bién demostré que la ASGR es hemicigota y de
naturaleza heterocromatica. Se encontré una
sefial proveniente de una repeticién centromé-
rica en el extremo distal de la ASGR, lo que
sugiere que el cromosoma portador sufrié una
inversion. En Pennisetum ciliaris el cromosoma
portador es 20 Mpb mas largo que sus presun-
tos homeodlogos, y la ASGR se localiza cerca
del centrémero, en una regidon hemicigota y
heterocromatica. En ambas especies (P. squa-
mulatumy P. ciliaris) la ASGR contiene una re-
gion de alrededor de 13 Mpb de bajo niumero
de copias. La region de baja copia es flanquea-
da a ambos lados por regiones de alto nume-
ro de copias o repetitivas. En P. squamulatum
la sefial de alta copia se localiza unicamente
en la ASGR, mientras que en P. ciliare puede
ser identificada en todos los demas cromoso-
mas también. Se encontré que un retrotrans-
posén Opie-2-like puede mimetizar la senal de
alta copia generada por los clones de BAC.
Una comparacion del orden de los genes en
los BACs correspondientes a la region de baja
copia entre las dos especies de Pennisetum
demostré que aunque la region esta invertida,
mantiene el orden relativo en la posiciéon de
genes en un fragmento relativamente grande
del cromosoma (es macrosinténica) en ambas
especies. La macrosintenia aparentemente no
se mantiene fuera de la ASGR. En una esca-
la menor, segmentos con un orden de genes
similar existen entre las dos especies apomic-
ticas, y estos segmentos pueden ser hallados
multiples veces dentro de la ASGR en ambas
especies. Inicialmente se identificaron regio-
nes sinténicas con el cromosoma 11 de arroz,
pero luego se demostré que dentro de la regién
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existen multiples sectores mas pequefios que
comparten sintenia con distintos cromosomas
de arroz (cromosomas 1,2,4,6,7,8,10y 11).
Un sector que representa 2.5 Mpb (~2 % de
la region) fue secuenciado, y los genes inclui-
dos se conocen. Entre ellos estan 4 copias de
genes homologos a baby-boom, que fueron
estudiados detalladamente como posibles can-
didatos a controlar alguna etapa de la apomixis
en la especie. Baby-boom habia sido identifi-
cado inicialmente en Brassica napus, inducido
en cultivos de micrésporas que realizaban em-
briogénesis somatica. La sola sobreexpresion
de baby-boom en Arabidopsis thaliana induce
la formacién de embriones somaticos ectopi-
cos en hojas y es suficiente para provocar em-
briogénesis somatica espontanea. También se
determind la presencia de retrotransposones
Opie-2-like, CACTA y helitrones en la region
ASGR de Pennisetum.

La caracterizacion por mapeo genético del
locus apo en especies de Paspalum determi-
nd una alta conservacién de la regiéon entre P,
notatum, P. simplex y P. mallacophylum. En P.
notatum se observa homologia (sintenia) con
segmentos de los cromosomas 12y 2 de arroz,
mientras que en Paspalum simplex y Paspa-
lum malacophyllum sélo con el cromosoma 12
de arroz. Dado que también en Brachiaria bri-
zantha, varias sondas que mapean en el cro-
mosoma 2 de arroz fueron asociadas al locus
apo, es posible entrever una cierta conserva-
cion del mecanismo de control de la apospo-
ria para algunas especies de gramineas. Por
otro lado, a partir de una genoteca en BAC de
P. simplex se aisl6 un clon (346H10) que con-
tiene secuencias 100% ligadas a la aposporia
en P. simplex y P. notatum. Experimentos de
FISH con el clon 346H10 determinaron que
el locus apo se encuentra en regiones no pe-
ricentroméricas del genoma de P. simplex. La
secuenciacion de 346H10 revelé 2 regiones
que mostraron homologia con los genes EXS
(un receptor del tipo proteina quinasa rico en
leucinas) y PKD (dominio de proteina quinasa).
Estos genes resultaron similares a SERK (re-
ceptor tipo proteina quinasa de la embriogéne-
sis somatica) el cual fue asociado con la induc-
cién de la formacion de embriones somaticos
en zanahoria y con la formacion de los sacos

embrionarios apospdricos en Poa.

En P. notatum (como en Pennisetum squa-
mulatum) también se postuld la existencia de
una inversion genética en la region del APO lo-
cus, en base a observaciones citogenéticas y a
evidencias provenientes del mapeo. Los datos
derivados de mapeo genético indican que la
region asociada a la apomixis en P. notatum
es un sector extenso de 36 Mpb, que presen-
ta una fuerte supresion de la recombinacion y
apareamiento preferencial de cromosomas (ver
Figura 4). Experimentos de MSAP (polimorfis-
mo de amplificacion sensible a metilacion; del
inglés Methylation Sensitive Amplification Po-
lymorphisms)y RFLP (polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccidn, del inglés Res-
triction Fragment Length Polymorphisms) con
enzimas sensibles a metilacion y la secuencia-
cion de clones provenientes de la ASGR per-
mitieron determinar que se trata de una regién
metilada extensivamente y que contiene abun-
dantes transposones y retrotransposones. En
resumen, los estudios realizados en Paspalum
indican que, en forma similar al caso de Pen-
nisetum squamulatum, la ASGR es una region
extensa, que podria haber sufrido una inver-
sibn y que presenta todas las caracteristicas
de la heterocromatina: supresion de la recom-
binaciéon, metilacion extensiva, abundancia de
elementos transponibles y apareamiento pre-
ferencial de cromosomas. Ademas se detectd
que varios genes de esta region estan silen-
ciados en las razas apomicticas respecto a las
sexuales (ver siguiente seccion).

Expresion de genes durante el desarrollo

apomictico

Una serie de trabajos recientes enfocados
en estudiar la expresién de genes en plantas
apomicticas y sexuales, han informado el ais-
lamiento de transcriptos de ARNm especificos
del desarrollo apomictico. En el afno 1996 se
publicé un trabajo pionero en la realizacién
de estos perfilados del transcriptoma, alli los
autores informaron que un gen (Pcs-2) se ex-
presa solo en ovarios sexuales mientras otros
dos (Pca-2 y Pca-3) lo hacen exclusivamente
en ovarios apomicticos de buffelgrass (Penni-
setum ciliare). Estos transcriptos no presen-
taron homologias con genes incluidos en los
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Figura 4: Localizacion de la region que controla la aposporia en Paspalum notatum por medio de mar-
cadores moleculares. Panel A: grupo de ligamiento M17a del mapa genético de Paspalum notatum, que
contiene a la region apo. El cuadro de abajo muestra un grupo de marcadores que estan ligados 100% a la
apomixis. Notese la supresion de la recombinacion en el locus. El grupo M17a esta ligado en repulsion al gru-
po M17b. Panel B: gel de AFLP obtenido durante la construccion de un mapa genético de Paspalum notatum.

bancos de datos. Mas adelante otros autores
informaron la expresion de asg? (gen especi-
fico de la apomixis 1) en primordios florales de
una accesion apomictica de guineagrass (Pa-
nicum maximum) asociada temporalmente con
la aparicion de las células iniciales de la apos-
poria. La secuencia de asg1 es similar a varios
genes especificos de la semilla o el embrion de
diferentes especies vegetales, entre ellos rd22
(un gen expresado en semillas e inducido por
sequia en A. thaliana), grp (un gen que codifica
una proteina rica en glicina de la pared celu-
lar de ovarios de Phaseolus vulgaris), usp (un
gen que codifica a una proteina de semilla de
Vicia fava), plyg1 (un gen que codifica a un pre-
cursor de la cadena beta de poligalacturonasa
de Lycopersicum esculentum) y adr6p (un gen
regulado negativamente por auxina de Glycine
max). La homologia de secuencia con todos
estos genes es altamente significativa por lo
que los autores interpretaron que asg? podria
cumplir una funcién nueva dentro del comple-
jo de formacion del embrion y la semilla, rela-
cionada con la aparicién de las iniciales de la

aposporia. También se comparo la expresion
de genes en flores de genotipos sexuales vy
apomicticos de P. notatum y se identificé al gen
arp1, que es homodlogo a la cinesina katD de A.
thaliana. Se identificaron 6 genes de expresion
diferencial en ovarios de plantas apomicticas
y sexuales de Brachiaria brizantha, entre ellos
un gen homalogo a una proteina quinasa (fami-
lia MAP quinasas, del inglés mitogen-activated
protein).

Recientemente una caracterizacion mas ex-
tensa del transcriptoma fue completada para
las especies aposporicas Poa pratensis 'y Pas-
palum notatum. La misma permitiéo el aisla-
miento de centenares de genes de expresion
diferencial en flores de genotipos sexuales vy
apospéricos (Figura 5). Varios genes comunes
fueron identificados en ambas especies, y mu-
chos de los restantes pertenecen a las mismas
vias funcionales. Los genes identificados se
inscriben dentro de unas pocas clases onto-
I6gicas: transduccion de sefales, protedlisis,
control del ciclo celular, control de la transcrip-
cion, estructura de la cromatina y actividad de
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Figura 5: Analisis de expresion diferencial de genes en inflorescencias de plantas apomicticas y
sexuales. Panel A. Imagen de los 6rganos reproductivos de Paspalum notatum captada por microscopia
electronica de barrido y coloreada artificialmente. En el centro se observa el ovario rodeado por las anteras
que han liberado algunos granos de polen (gentileza de la Dra. Ana Maria Gonzalez, IBONE, CONICET).
Panel B. Geles de display diferencial mostrando la expresion de transcriptos en los érganos reproductivos
de una planta apomictica (Q4117) y otra sexual (Q4188) de Paspalum notatum. Las flechas indican los
transcriptos que presentan expresion diferencial. Paneles C y D: a partir de los geles se aislaron frag-
mentos de genes que fueron utilizados como sondas en experimentos de hibridizacion in situ de tejidos
reproductivos de Paspalum notatum. En el panel C se muestra la hibridizacién del transcripto N22 con los
6rganos reproductivos de la planta sexual Q4188. En el panel D se muestra la hibridizacién del mismo
transcripto N22 con los 6rganos reproductivos de la planta apomictica Q4117. En el 6vulo se observa la
clara expresion diferencial del gen blanco (gentileza del Dr. Guillermo Seijo, IBONE, CONICET).

transposones. Muchos de los genes aislados liploidizacion. Asimismo, los genes afectados
son idénticos a otros cuya expresion es afecta-  durante los cambios de ploidia pertenecen cla-
da en inflorescencias por un cambio en el nivel ramente a las mismas clases funcionales que
de ploidia, lo que evidencia a nivel molecular el los controlados durante la apomixis.

alto grado de relacion entre la apomixis y la po- Entre los genes activados o silenciados du-
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rante el desarrollo apospdrico se encuentran
numerosos representantes de una cascada de
transduccién de senales de tipo ERK (quinasa
regulada por sefiales extracelulares, del inglés
extracellular receptor kinase). Por ejemplo re-
ceptores LRR (regiones ricas en repeticiones
de leucinas), Ras, proteinas de unién a activa-
dores de Ras, proteinas ancladas a GPI (glico-
silfosfatidil inositol), MAP quinasas, fosfolipasa
C, fosfatidilinositol quinasas, serin-treonin fos-
fatasas, serin-treonin quinasas, proteinas de
interaccion con PRIP y otros genes asociados.
Asimismo numerosos genes relacionados con
el recambio de proteinas (proteinas ribosoma-
les, serin proteinasas, ubiquitina, factores de
elongacioén). También se detectd la expresion
diferencial de elementos transponibles entre
plantas apomicticas y sexuales, pero restaria
comprobar si ésta se mantiene en otros genoti-
pos y si realmente podria estar cumpliendo un
rol relacionado con el caracter.

En el caso de P. notatum, se observa un fe-
némeno interesante. Muchos de los genes si-
lenciados en las plantas apomicticas respecto
a las sexuales cuentan con secuencias homo-
logas en la porcion distal del cromosoma 2 de
arroz, una region que fue asociada con el locus
apo en esta especie. Mas aun, cuando algunos
de estos genes silenciados fueron localizados
en la propia especie, resultaron asociados al
locus apo. Este grupo de genes comprende:
la proteina LunaPark B, un homodlogo de la
proteina checkpoint CHK1, una proteina an-
clada a GPI, una proteina similar a extensina,
una MAP3K, poliubiquitina, un receptor LRR,
una proteina hipotética y un retrotransposon.
La ubicacion de estos genes en cercanias del
apo locus, junto con su expresion diferencial en
plantas apomicticas y sexuales, los convierten
en candidatos interesantes para el control de la
apomixis. Los genes incluidos en la regién apo
parecen estar silenciados en plantas apomicti-
cas respecto a las sexuales. Se ha postulado
que en P. notatum podria haber ocurrido una
inversion de un sector sinténico con los cromo-
somas 2 y 12 de arroz, seguida de una inva-
sion de heterocromatina en la regioén, la pro-
liferacion de retrotransposones y la modifica-
cion local de la expresion génica. ¢,Podria esta
modificacion de la expresion ser la causa de la

apomixis? ¢ Cual o cuales genes de la region
serian responsables de disparar el caracter?
La diferente expresividad de la apomixis que
observamos en numerosas especies, ¢ es con-
secuencia directa del grado de modulacion epi-
genética que afecta a la regién? Aunque se ha
avanzado mucho en la caracterizacioén de las
bases moleculares del caracter, estas y otras
preguntas permanecen sin respuesta.
También se realizaron estudios de expre-
sion de transcriptos en inflorescencias inma-
duras en genotipos apomicticos y sexuales de
diferentes ploidias de la especie diplospérica
Eragrostis curvula. Los estudios realizados
demostraron que para un grupo numeroso de
genes los perfiles de expresion de un genotipo
tetraploide apomictico (4x apo) y un diploide
sexual (2x sex) resultaron casi idénticos entre
si y a la vez diferentes en comparacion con un
genotipo tetraploide sexual (4x sex). La casi to-
talidad de los genes implicados se hallan silen-
ciados en los genotipos 2x sex y 4x apo. Estos
resultados son inesperados, ya que estos indi-
viduos (2x sex y 4x apo) presentan diferencias
tanto en su ploidia como en su modo de re-
produccion. Para explicar estos resultados los
autores formularon la hipétesis de que una falla
parcial en el reacomodamiento de la expresion
de algunos genes durante la poliploidizacién
en esta especie culminaria en el disparo mole-
cular de la diplosporia. O sea, ante un cambio
de ploidia un grupo numeroso de genes debe-
ria activar su expresion para lograr mantener la
sexualidad. Una falla en esta activacion daria
como resultado un fenotipo apomictico. Este
modelo coincide con la evidencia experimental
de Paspalum en el hecho de que la apomixis
podria estar causada por un silenciamiento de
la expresion génica. Genéticamente la apospo-
ria y la diplosporia no parecen tener el mismo
origen, ya que los disparadores de ambos pro-
cesos han sido asociados a regiones sinténicas
de arroz con diferente localizacién. Sin embar-
go, varios de los genes expresados durante el
desarrollo diplospérico son los mismos o tienen
relacion con los de la aposporia (de hecho las
mismas clases funcionales parecen afectadas)
por lo que parece haber una relacién molecu-
lar evidente entre ambos tipos de apomixis. La
expresion diferencial de genes fue estudiada
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también en especies diplospdricas de Boeche-
ra (Brasicaceae). En Boechera microphylla y
B. lignifera (apomicticas) y B. formosa (sexual)
se detectaron 4500 genes diferencialmente
expresados utilizando microarreglos. Entre los
genes identificados se encuentran algunos re-
lacionados con la organizacion de la estructura
del genoma como genes del grupo polycomb
(PcG) y factores de transcripcion de tipo MADS
box. Los autores postularon que los genes del
grupo PcG, sobreexpresados en plantas apo-
micticas, podrian estar produciendo la altera-
cion en la expresion de los genes de tipo MADS
box, concluyendo en el desarrollo de apomixis,
aunque se ignora si éste es el factor causal del
disparo del caracter a nivel de control genético
en estas especies.

Otros estudios de mucha importancia para
la elucidacion de las bases moleculares de
la apomixis informaron la caracterizacion de
mutantes en las especies modelo, que sin ser
apomicticas, presentaron fenotipos similares a
algunas etapas particulares de su desarrollo.
Entre ellas debemos citar: 1) las mutantes par-
tenogenéticas fie, fis, fis2, medea y medicis de
Arabidopsis thaliana ; 2) la mutante apomeioti-
ca dyad de Arabidopsis thaliana; 3) una mutan-
te LRR de arroz que da origen a células analo-
gas a las iniciales de aposporia y 4) la mutante
embriogénica somatica SERK de zanahoria
(SERK es un receptor de tipo LRR). Particu-
larmente en el caso de la interesante mutante
apomeidtica dyad de A. thaliana, se ha confir-
mado que la inactivacion de un gen responsa-
ble de la cohesion de las cromatides hermanas
y organizacién del centromero durante la meio-
sis de células germinales (DYAD/SWITCH1)
es capaz de generar un fenédmeno similar a la
apomeiosis en dichas células, llevando luego
de la fertilizacion por polen y a la produccion de
hibridos BlIl. La baja tasa de produccion de sa-
cos no reducidos y la ausencia de partenogé-
nesis en esta mutante es un indicador mas de
que aunque la region gendémica que controla el
caracter es unica, hay mas de un gen o quizas
una condicion epigenética compleja involucra-
das en la regulacién de la apomixis.

Perspectivas
A pesar de que aun es necesario responder
numerosas cuestiones sobre la accién de ge-

nes, la funcion y la regulacion de la apomixis,
se vislumbra para el futuro un escenario pro-
misorio. Nuestro entendimiento de las bases
moleculares de la apomixis se ha incremen-
tado notablemente a causa del desarrollo de
técnicas poderosas de biologia molecular y al
creciente interés en el tema despertado en las
instituciones cientificas e investigadores. Por
otra parte, con el advenimiento del analisis ge-
noémico a gran escala se dispone de nuevas
herramientas para el descubrimiento de genes
y los analisis de expresion. Es de esperar que
en los proximos afos este aumento del cono-
cimiento de las bases genéticas y moleculares
del caracter permita controlar su expresién con
fines de mejoramiento. Solamente a través
de una comprension profunda del mecanismo
bioldgico responsable de la apomixis y de las
implicancias evolutivas derivadas de su utili-
zacion podra concretarse su transferencia exi-
tosa a las especies de gran cultivo. Para esto
se requerira un fuerte apoyo financiero a los
estudios basicos sobre el tema. Por otra parte,
dado que la problematica del caracter es muy
compleja sera indispensable fortalecer la co-
operacion internacional ya existente para man-
tener un espacio de discusion y de intercambio
de materiales e informacion.
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V. CAPITULO 4

Avances de la biotecnologia en
cultivos ornamentales

Alejandro S. Escandén, Pablo A. Marinangeli y
Mariana Pérez de la Torre

1. Introduccién

En la segunda mitad del siglo XX la floricultu-
ra comenzo a transformarse en una verdadera
industria que debia abastecer a un mercado
muy exigente, altamente competitivo y avido
de novedades. En el desarrollo de este proce-
so la incidencia de la biotecnologia resultd de
una relevancia insoslayable.

Como todaindustria, la actividad floricola gira
alrededor de un producto y de los factores que
lo afectan. Entre ellos, los referidos a la pro-
duccién propiamente dicha (volumen, calidad,
homogeneidad, sanidad y plazo de entrega), y
aquellos que hacen a su mejoramiento (en el
caso de la floricultura, factores que modifican
la arquitectura de las plantas y las flores, colo-
res, fragancias, tiempo de postcosecha, etc.).

De las herramientas biotecnoldgicas dispo-
nibles, el cultivo de tejidos ha sido de las que
mas impacto tuvo en la floricultura aunque, en
forma reciente, la gendmica y la transgénesis
han adquirido gran relevancia, sobre todo en
cultivos como la rosa, el clavel y el crisantemo.
En este capitulo comentaremos los avances
producidos a partir de estas tecnologias en los
cultivos mencionados y en plantas en maceta.

2. Cultivo de tejidos

En los ultimos afos se ha verificado un incre-
mento relevante en la produccion de plantas
ornamentales, este hecho posiblemente haya
sido una consecuencia del aumento registra-
do en su valor comercial durante los ultimos 20
anos. Hoy en dia alrededor de 150 especies
diferentes de plantas ornamentales son propa-
gadas a escala comercial a través del cultivo
de tejidos en laboratorios privados, que pro-
veen a los mayores consumidores del mercado
floricola: Holanda, Japén y EEUU entre otros.

El cultivo in vitro de tejidos resulta una he-
rramienta clave para la propagacion de plan-

tas a gran escala, debido que permite no solo
la produccion masiva, sino la conservacion de
material selecto y la multiplicacion de clones de
sanidad controlada.

En la actualidad se utilizan principalmente
tres estrategias para la multiplicacién in vitro:
1) organogénesis, 2) embriogénesis somatica,
y 3) tecnologia de cultivo de células en capa
fina (TLC, thin cell layer) para la multiplicacion
de plantas entre otras aplicaciones.

Organogénesis

La micropropagacion por organogénesis es
una alternativa de gran aplicacion para la pro-
duccion masiva de plantas en un corto lapso.
Se trata de una herramienta muy utilizada para
la multiplicacién tanto de ornamentales como de
otros cultivos horticolas, frutales, industriales y
forestales.

Un requisito indispensable es el ajuste preciso
de las condiciones de cultivo tanto fisicas como
quimicas. Se deben establecer las condiciones
Optimas de fotoperiodo, intensidad de luz, ba-
lance de nutrientes (organicos e inorganicos),
y reguladores del crecimiento (RC) adecuados.
Cada especie, y cada cultivar en particular, pre-
sentan requerimientos nutricionales y hormona-
les sumamente especificos. Asi por ejemplo, en
el cultivo de segmentos nodales de Bougainvi-
llea en medio libre de RC se induce el desarrollo
de un callo que progresa en la medida que se lo
mantenga unido al explanto original, inhibiendo
el desarrollo de la yema axilar. Mientras que el
agregado de BAP (6-bencilaminopurina) pro-
mueve la formacién y el desarrollo de yemas.

Otro caso interesante es el de algunas es-
pecies del género Begonia que requieren del
agregado de carbén activado al medio de cultivo
para inducir el desarrollo de brotes. Se sabe que
el carbon activado adsorbe a los RC reducien-
do su disponibilidad para los tejidos, de modo
que se ha propuesto que el hibrido de begonia
en cuestion produce una alta concentraciéon de
auxinas y citocininas, y que el agregado de car-
bon activado adecua el nivel de RC permitiendo
un desarrollo mejorado y controlado. Siguiendo
en la misma linea del ejemplo, otro requerimien-
to especial para la multiplicacion en masa del
hibrido Begonia x elatior es la utilizacién de las
citocininas cinetina y zeatina, que a diferencia
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de BAP, no afectan las caracteristicas basicas
de la planta como el color de las flores, un de-
talle no menor al disefiar una estrategia para la
producciéon de un cultivo ornamental.

Con respecto a la influencia de la luz, el cul-
tivo de Ficus benjamina permitié estudiar el
efecto de la calidad de la luz sobre la induccién
de yemas de novo. Se observo que al utilizar
apices como explanto, la taza de yemas forma-
das de novo resultaba mayor bajo luz roja. En el
mismo estudio se advirtié que la calidad de luz
no afectaba el enraizamiento de esta especie.

Los requerimientos de la etapa de enraiza-
miento también suelen ser muy especificos.
Por ejemplo, en Ficus carica el agregado de
PVP (polivinil pirrolidona) que adsorbe los poli-
fenoles oxidantes facilita el enraizamiento. En
gerbera, por ejemplo, para reducir el estrés
provocado por el pasaje del cultivo in vitro a
invernaculos, se trabajé con atmodsfera enri-
quecida en CO, y el uso de soluciones de alta
conductividad eléctrica, provocando el cierre
de estomas para evitar la transpiracion extre-
ma del material y su desecacion. En la Tabla se
presentan algunos de los resultados obtenidos
a través de estas técnicas y de las que se de-
sarrollaran en los parrafos siguientes.

Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica tiene un gran po-
tencial para la propagacion clonal de individuos
selectos y, desde el punto de vista comercial,
para la produccion en biorreactores y la pro-
duccion de semilla artificial. Pese a esto, pre-
senta limitaciones importantes como la depen-
dencia del genotipo, que afecta la produccién
de embriones somaticos tanto como el poder
germinativo de los mismos.

La puesta a punto de un sistema de pro-
duccién comercial a partir de embriogénesis
somatica requiere de una serie de ajustes fi-
nos, sobre todo en la etapa de formacion de
los embriones, o fase 0. Lograr una respuesta
embriogénica homogénea, en la forma, calidad
y tiempo de maduracion de los embriones, es
esencial para alcanzar la produccién industrial.

Varias especies ornamentales como crisan-
temo, ciclamen, rosa, begonia, violeta africana
y estrella federal han sido propagadas con éxi-
to por medio de esta estrategia (ver Tabla). Por
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otro lado, los experimentos realizados con rosa
y ciclamen, han contribuido en gran medida a
incrementar nuestro conocimiento sobre las
bases de la herencia de la capacidad de em-
briogénesis somatica de un genotipo dado. Pa-
receria ser que este rasgo estaria controlado
por mas de un gen, cuya naturaleza, recesiva o
dominante, seria especie dependiente.

Células en capa fina

La tecnologia de células en capa fina (TCL)
es una estrategia de cultivo de tejidos desarro-
llada en la década del 70. Consiste en utilizar
como explanto una fina capa de células (en-
tre 0,5 y 1,0 mm de espesor), el corte puede
ser longitudinal (ITCL) o transversal (tTCL). El
corte longitudinal generalmente involucra cé-
lulas epidérmicas, subepidérmicas, corticales,
cambiales o medulares; que pueden realizar-
se a partir de tallos, hojas, pedicelos, bulbillos,
nervaduras, etc. Para los cortes transversales
se parte de tallos, raices, rizomas, pedunculos,
pétalos u otros érganos florales, etc.

En la actualidad algunos investigadores la
han redescubierto como una poderosa herra-
mienta para el cultivo de tejidos, de érganos y
para la transformacion genética.

Se trata de un sistema simple que sélo re-
quiere una pequena cantidad de células como
explanto inicial y una minima cantidad de me-
dio de cultivo. Puede ser utilizada como herra-
mienta para la propagacion comercial, en algu-
nos casos se observo que aumenta la eficien-
cia respecto del uso de explantos “convencio-
nales”, e incluso acorta de manera significativa
los tiempos de cultivo.

Ademas de regenerar plantas, a través del
ajuste fino de las condiciones de cultivo, exis-
tiria la posibilidad de regenerar y cultivar érga-
nos aislados.

En la Tabla 1 se presentan algunos ejemplos
de los resultados obtenidos a través de TCL,
de los cuales describiremos algunos en deta-
lle. Por ejemplo, a partir de trozos de 1 x 10
mm? de capas epidérmicas y subepidérmicas
(ITCL) de los entrenudos de una rama floral de
Petunia hybrida, se regeneraron yemas y flo-
res dentro de los primeros 15 dias de iniciado
el cultivo. En otro experimento, partiendo de
laminas transversales de peciolos de violeta
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Especie Nombre comin Explanto Respuesta
Organogénesis
Glocie Alocasia eciolos dy; r
micoholitziana P ¥
Dracaena spp Palo de agua meristema mb; r; pt
Euphorbia . e o
pulcherrima Estrella federal  hipocdtiles mb; pt; ya; r

. : meristema apical y ) .
Ficus spp Ficus segmentos nodales dy; mb; pt; r
Petunia hybrida Petunia segmentos nodales mb; pt; r
Calibrachoa spp Calibrachoa segmentos nodales mb; pt; r
Mecardonia tenella  Macardonia segmentos nodales mb; pt; r
Bacopa monerii Bacopa segmentos nodales mb; pt; r

. meristemas apicales y L

Rosa hybrida Rosa segmentos nodales mb;ya; dy; pt;r
Spathiphyllum spp Espatifilum meristemas apicales IS ezl

Embriogénesis somatica

pt; r

Begonia gracilis Begonia peciolo y lamina foliar ce; ge; dp
Dendranthema spp  Crisantemo nervadura central foliar  ce; ge; dp
Cyclamen persicum  Ciclamen mesofilo foliar celsce; ge; dp
ggf; Zg;lr)il;a Estrella federal  Hipocdtile ce; ge; dp
Rosa hybrida* Rosa Peciolo foliar, pétalo ce; ge; dp
Saintpaulia ionantha Violeta africana  peciolo ce; ge; dp
Células en capa fina
P. hybrida Petunia ITLC (rama floral) dy; pt
Pelargonium Geranio tTLC (hipocatilo) es; pt
Saintpaulia ionantha Violeta africana tTLC (peciolo) dy; pt
Orchydea Orquideas tTLC (yemas apicales)  dy; pt
Lilium longiflorum Azucena Lyl) IHE eEehommioe bu; pt; r; es; dy
explantos
Gentiana spp Gentiana tTLC (yema floral) dy; pt
Gladiolus spp Gladiolo tTLC (cormo) dy; pt
Dendranthema spp  Crisantemo ITLC (epicdtile) es; dy; pt
Heliconia spp Heliconia tTLC (yema apical) dy; pt
Iris spp Iris tTLC (yema apical) dy; pt
Helianthus spp Girasol tTLC (hipocatilo) ~es; pt

Tabla 1. Micropropagacion de cultivos ornamentales aplicando diferentes estrategias de cultivo
in vitro y las respuestas obtenidas. ya: yemas adventicias; mb: multibrotacion; pt: plantulas; r: raices;
dy: desarrollo de yemas preexistentes; ce: callo embriogénico; sce: suspension celular embrigénica; ge:
germinacién de embriones; dp: desarrollo de plantula, bu: bulbillo; pr: protocormos. *: Sélo se regeneraron
plantas completas en algunos cultivares.



africana (Saintpaulia ionantha) se recuperaron
70.000 plantas al cabo de 3-4 meses de cultivo.

La técnica también se utilizé para la obten-
cion de embriones somaticos de geranio (Pe-
largonium x hortorum), donde se verifico que
con el uso de segmentos transversales de hi-
pocdtilo se lograba una eficiencia 8 veces ma-
yor en la produccién de embriones, respecto de
los producidos cuando se utilizaba el hipocétilo
entero como explanto.

La orquidea es uno de los cultivos ornamen-
tales mas apreciados, tanto para flor de cor-
te como para planta en maceta. Son especies

In vitro plant Internode stem segments (Imm-1cm)

o< "-""' = Conventional caulogenesis

13< = stem tTCL (0.5-1.0 mm long; 0.5-1.0 mm (‘ﬂ“

{%’ 1< = root tTCL (0.5-1.0 mm long; 0.1-0.5 mm ()

v v
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Short day and 4-hr mg_ht break
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Figura 1. El diagrama indica el origen de las tTCLs y las diferen-
tes condiciones de cultivo aplicadas para la obtencion de planti-
nes de crisantemo. (Gentileza de Jaime Teixeira da Silva)

“Stem Segments

3 g/l Hyponex® + 20 g/l sucrose

cuyos productos finales tienen una alta cotiza-
cion en el mercado. A pesar de que muchas
empresas propagan in vitro diferentes espe-
cies de esta monocotileddnea, son escasos
los reportes publicados sobre protocolos de
multiplicaciéon a gran escala. Con el método
de micropropagacion convencional de yemas
apicales, es posible producir cerca de 11.000
plantas anuales. Sin embargo, se ha reportado
que el uso de tTCL de yemas apicales se po-
dria alcanzar una produccion de alrededor de
80.000 plantines por afo.

En la Figura 1 se describen las alternativas
de TCL segun los tratamiento
in vitro a los que se someten
distintos explantos de crisan-
temo (Dendranthema grandi-
flora). Asi, variando las con-
diciones de cultivo podemos
seguir diferentes vias para la
multiplicacion, es ésta flexibili-
dad la que lo convierte la tec-
nologia en una poderosa he-
rramienta para el estudio de la
diferenciacion vegetal.

Otro cultivo ornamental al
que se ha aplicado esta tecno-
logia es la gentiana (Gentiana
spp.), valorada tanto como flor
de corte y planta en maceta.
Gentiana puede ser propa-
gada por medio de secciones
transversales del receptaculo
floral que regenera yemas por
organogénesis directa luego
de 2 a 4 semanas de cultivo.

Gladiolus spp, Heliconia
spp, Iris spp y Helianthus spp,
son otros de los géneros orna-
mentales que han sido exito-
samente propagados por esta
tecnologia.

Automatizacion de la pro-
pagacioén in vitro

El proceso de escalado
para la optimizacién de la pro-
ductividad de un proceso de
micropropagacion, indepen-
dientemente de la estrategia
que se utilice, requiere de la
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implementacion de los cultivos en medio liqui-
do y el uso de biorreactores. En efecto, en un
contexto comercial, esta tecnologia tiene una
serie de ventajas sobre las técnicas convencio-
nales (entre ellas la posibilidad de automatizar
la produccion, disminuyendo costos y simplifi-
cando tareas).

En términos generales un biorreactor es un
recipiente o sistema que mantiene un ambiente
biolégicamente activo y de condiciones propi-
cias (pH, temperatura, concentracion de oxige-
no, nutrientes, etc.) para el elemento que se
cultiva. En plantas, tradicionalmente se los ha
utilizado para el cultivo de raices y en la pro-
duccién de metabolitos secundarios. Como sis-
tema de propagacion, no son muchas las espe-
cies en los que se los ha utilizado exitosamen-
te. Algunos de estos casos son: hippeastrum
(Hippeastrum spp.), ciclamen (Cyclamen per-
sicum), clavel (Dianthus caryophyllus), gladiolo
(Gladiolus grandiflorum) y jacinto (Hyacinthus
orientalis). Comercialmente, se han multiplica-
do con éxito: helechos, espatifilum, filodendro,
estrella federal y liliaceas.

En el ano 1994, la firma francesa IN VITRO
PIC, presento un sistema de inmersion tempo-
raria al que denominé RITA (del francés: Ré-
cipient d’Inmersion Temporaire Automatique)
(ver Figuras 2y 3). El sistema permite sumergir
los explantos en el medio de cultivo en forma
sucesiva, y por tiempo e intervalos determina-
dos para cada situacion.

Sistema RITA

Figura 2. Sistema original RITA, de origen francés
desarrollado por Vitropic S.A.

MMedio
—_
e
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Compresor de aire

Figura 3. El principio de funcionamiento de los sis-
temas de inmersion temporaria se basa en que, por
medio del trabajo de un compresor que insufla aire
estéril al recipiente inferior, se produce el desplaza-
miento del medio liquido, que se encuentra deposi-
tado en su interior, al recipiente superior (las flechas
azules indican el circuito del aire insuflado), donde
se encuentra el material en cultivo que es cubierto
totalmente por el liquido (las flechas rojas describen
el recorrido del medio). Mientras la valvula se man-
tiene abierta, se insufla aire al interior del recipiente
inferior y, en consecuencia, el medio se mantiene
en contacto con los explantos. Una vez cerrada la
valvula, por simple gravedad el medio vuelve al re-
cipiente inferior
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Figura 4. Vias metabdlicas de las antocianinas.
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Este sistema de inmersion temporaria pre-
senta ciertas ventajas no solo sobre el sistema
de multiplicacién tradicional, sino también so-
bre los reactores de inmersidén completa. Entre
ellas se destacan:

Con respecto al cultivo en fase sélida: la dis-
minucion del costo de mano de obra debido a
la facilidad de manipulacion de los explantos y
del cambio de medio; la economia de espacio,
y la optimizacion de la nutricion de los explan-
tos debido a que absorben los nutrientes del
medio a través de toda su superficie, favore-
ciendo el crecimiento en general.

Con respecto a los sistemas de inmersion
permanente: debido a la naturaleza del sistema
temporario se favorece la renovacion completa
del aire dentro del recipiente, evitando la con-
centracion de gases perjudiciales al desarrollo
de los explantos, y reduciendo los problemas
de asfixia o vitrificacion de los tejidos. Por otro
lado, cada recipiente se encuentra protegido
por filtros contra contaminacion; y ademas se
elimina el riesgo de contaminacién cruzada.

Pese a esto, presentan ciertas desventajas:
es dificil controlar la sanidad dentro del reci-
piente, requiere de equipamiento especial, y no
sirve para el establecimiento del cultivo (s6lo
para las fases de multiplicacién, crecimiento y
enraizamiento).

Entre las especies florales que se han mul-
tiplicado por medio de esta tecnologia encon-
tramos la pifa ornamental (Ananas lucidus),
aunque comercialmente solo se puede men-
cionar al bananero ornamental (Musa basjoo
cv. 'Variegata') y varias especies de orquideas
(Orchydea sp).

Estos sistemas son especialmente intere-
santes para la propagacion de plantas sin ne-
cesidad de luz, pues permiten un aumento de
la eficiencia por disminucién de costos al inde-
pendizarse de la iluminacion. Por ejemplo, en
el caso de Lilium spp. se disefié un protocolo
de micropropagaciéon independiente de la luz
basado en ciclos de bulbificacién directa segui-
da de una fase de crecimiento in vitro de los
bulbillos. Como resultado se obtienen micro-
bulbos aptos para el cultivo a campo.
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3. Transformacién genética

Modificando colores

En la edicion anterior de este texto se co-
mento sobre el desarrollo de claveles azules y la
extension de la vida postcosecha de la empresa
Florigene R&D (Australia). Posteriormente, Flo-
rigene R&D se asocié con Suntory Research
(Japdn) para concretar la obtencién por ingenie-
ria genética de una rosa de color azul.

Las antocianinas son la clase de pigmentos
mayoritarios en las flores, son moléculas rela-
tivamente simples, solubles en agua, que se
encuentran en grandes vacuolas de las células
epidérmicas de los pétalos. Un punto clave de
la ruta de biosintesis de estos compuestos es
el intermediario DHK (dihidrokaempferol). Las
enzimas FLS (flavonol sintasa), F3’'H (flavo-
noide 3’- hidroxilasa), F3'5’H (flavonoide- 3’,5-
hydroxilasa) y DFR (dihidroflavonol reductasa)
utilizan este sustrato, sugiriendo que este punto
es critico en la biosintesis de antocianinas y en
la determinacion del color floral (Figura 4).

Para la obtencion de rosas azules, se incorpo-
raron los genes de la via de la delfidina, pigmen-
to responsable del color azul. Ademas, fue nec-
esario a través de la tecnologia de ARN de inter-
ferencia bloquear la ruta de sintesis de cianidina,
para disminuir la concentracion de este pigmento
y de esta forma evitar la contaminacion del color
bordd en los pétalos. Los cultivos de las nuevas
variedades azules habrian alcanzado la etapa
de ensayos a campo y podrian ser lanzadas al
mercado en 2009.

En otros géneros como Torenia, con el obje-
tivo de incrementar la variabilidad en los colores,
se han desarrollado materiales transgénicos por
medio de la técnica de cosupresion de los genes
que codifican la DFR (dihidroflavonol reductasa)
y la CHS (chalcona sintetasa). En lobelia (Lo-
belia erimus), se obtuvieron plantas con flores
azules incorporando el gen de la F3'5’H de lisi-
antus.

En crisantemo, utilizando la tecnologia de ARN
antisentido, se ha logrado la obtener flores de
diferentes tonalidades. Recientemente un grupo
de origen japonés, ha dado un paso importante
en la elucidacion de la via metabdlica para la ob-
tencion de crisantemos de color blanco, al iden-
tificar la enzima CmCCD4 (del inglés carotenoid
cleavage dioxygenase), como la responsable de
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la degradacion de los carotenoides que ocasio-
na la pérdida de la coloracion amarilla.

Incrementando fragancias

Uno de los parametros de gran valor agrega-
do en el mercado de ornamentales es la capa-
cidad de los cultivos de producir perfume, las
fragancias sirven para atraer tanto a poliniza-
dores como a potenciales clientes.

Se conocen cerca de 700 productos vo-
latiles involucrados con el aroma de las plantas
y flores, desde el punto de vista quimico son
acidos grasos derivados del benceno, fenilpro-
panoles y terpenoides. Si bien se han clonado
una interesante cantidad de genes involucra-
dos en estas vias de sintesis, los avances en
la bioquimica y la biologia molecular de estos
compuestos son aun muy limitados y, a la fe-
cha, son muy pocos los reportes de avances
en esta especialidad.

Por el momento se obtuvieron resultados
promisorios en petunia, conejito y clavel. En el
caso de éste ultimo se reportd el incremento
en la fragancia al regular negativamente la ex-
presion del gen de la enzima F3’H (como se
menciond antes, involucrada en la biosintesis
de antocianinas). De modo que las flores re-
sultaron mas palidas por una disminucion de la
concentracion de antocianinas, pero con mayor
fragancia debido a un incremento en la sintesis
de metil benzoato.

Resistencia a hongos, insectos y virus

Dado que otros capitulos profundizan sobre
las estrategias utilizadas para desarrollar resis-
tencia a patégenos en plantas, nos limitaremos
en este apartado a comentar algunos casos
ilustrativos en el area de plantas ornamentales.

Los mecanismos de defensa de plantas son
bastante complejos, por lo general el ataque de
un patdgeno activa cascadas de sefiales que
desencadenan multiples respuestas. En los
cultivos floricolas, la mayoria de las estrategias
para obtener resistencia a hongos se basan en
la utilizacién de enzimas hidroliticas. Por ejem-
plo, el hongo Fusarium es responsable de un
20% de las pérdidas anuales producidas en
el cultivo de clavel. Se desarrollaron plantas
transgénicas que expresan un gen de quitinasa
aislado de Serratia marcecens. Ante el desafio

con el patégeno, las plantas transformantes
presentaron un retraso significativo en el de-
sarrollo de sintomatologia, y de la etapa aguda
de la enfermedad.

Otro caso es el ataque del hongo Botrytis,
un problema importante para el cultivo del cri-
santemo. Hasta el momento no se ha logrado
detectar resistencia en el germoplasma del gé-
nero Chrisantemum. Al dia de hoy el control del
patdgeno se realiza por métodos quimicos y de
manejo del cultivo, sin embargo estas medidas
son sélo paliativas. Se han obtenido plantas
transgénicas de crisantemo portadoras del gen
para la quitinasa de arroz (rcc2) que mostraron
en lo ensayos de desafio una resistencia leve
a Botrytis.

Cuando se trata de obtener resistencia a in-
secto, la estrategia comun es la utilizacion de
toxinas. Asi, en crisantemos se logré obtener
resistencia a Helicoverpa armiguera utilizan-
do la toxina modificada del gen Bt, CrylAB; y
resistencia a Spodoptera exigua, con CrylC.
Ademas, se realizaron importantes progresos
en la obtencidon de plantas con resistencia a
trips (Frankiniella occidentalis, vector de to-
spovirus). En este caso se obtuvieron plantas
transgénicas de crisantemo que expresan un
conjunto de inhibidores de proteasas. Los en-
sayos con larvas F. occidentalis alimentadas
con plantas transgénicas mostraron un 80%
de reduccion en la viabilidad, comparadas con
aquellas larvas alimentadas con las plantas
control (no transgénicas).

Los géneros virales Tospovirus y Potyvirus
afectan a cultivos floricolas y horticolas, y se
encuentran ampliamente distribuidos en todo el
mundo. Entre las estrategias planteadas para
generar resistencia en plantas, se llevo a cabo
la transformacion de crisantemo con el gen de
la nucleocapside viral de Tomato spotted wilt
tospovirus (TSWT). Se utilizaron construccio-
nes que presentaban la secuencia en sentido
y antisentido, que lograron conferir resistencia
a las plantas transgénicas (ante el desafio viral
se mostraron asintomaticas y con bajos niveles
de acumulacion de viral). Con una estrategia
similar se lograron plantas resistentes al virus
de la clorosis del tomate (TCSV), al virus del
anillado de tomate y pimiento (GRSV) y el de la
necrosis del tallo del crisantemo (CSNV).
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Una estrategia alternativa se basé en la
utilizacion del gen PACI, del hongo Schizo-
saccharommyces pombe, que codifica una ri-
bonucleasa que reconoce y degrada ARN de
doble cadena. En este caso se observo que los
niveles de resistencia alcanzados por las trans-
formantes dependian del grado de expresion
del transgén, aproximadamente el 20% de es-
tas plantas presentaban niveles altos de expre-
sion que correlacionaban con la ausencia de
desarrollo de los sintomas de infeccioén.

Prolongando la vida en postcosecha

El periodo de vida postcosecha de las flores
depende del grado de nutricion, la carga mi-
crobiana y, fundamentalmente de la produc-
cion de etileno (hormona asociada al proceso
de senescencia). Existen sustancias como las
sales de plata que retardan el proceso (actuan
bloqueando el receptor de etileno, ETR1), sin
embargo son muy toxicas y su uso deberia
dejarse de lado. La ingenieria genética ofrece
una serie de alternativas para lograr retrasar
este proceso.

Por ejemplo, se transformaron claveles con
el gen etr1 bajo regulacién del promotor 35S
del virus del mosaico del coliflor (CaMV). Las
plantas transformantes mostraron una vida
postcosecha de tiempo comparable al de las
plantas control (no transgénicas) tratadas
quimicamente. En una estrategia mejorada,
se transformaron plantas de Campanula car-
patica (una ornamental de maceta) con una
construccion del mismo gen (etr?) bajo el pro-
motor FBP1 de petunia, especifico de flores.
Las flores mostraron una marcada disminucion
de su sensibilidad al etileno, y fueron capaces
de mantenerse abiertas durante 14 dias, cuan-
do el periodo habitual es de 3 dias. Se puede
observar que la utilizaciéon de promotores es-
pecificos de 6rgano genera el mismo nivel de
proteccioén frente a etileno, y presenta ventajas
significativas frente a la expresion constitutiva
(no modifica la sensibilidad al etileno en el res-
to de la planta, por lo que otras acciones del
etileno como la activacion de respuestas de-
fensivas, no resultarian afectadas.

Plantas con nuevas formas

Desde el punto de vista de estético, la modi-
ficacion de la arquitectura de la plantas es uno

428

de los parametros mas codiciados en el mejo-
ramiento de plantas ornamentales, tanto para
flores de corte como plantas de maceta. La
modificacion de la forma de las plantas adquie-
re relevancia a la hora de obtener un cultivo
homogéneo en altura, o bien de incrementar la
cantidad de brotes laterales. Por otro lado, una
planta con forma diferente significa un gran im-
pacto en el mercado.

A pesar de que se conoce un numero impor-
tante de genes involucrados en la determina-
cion de la arquitectura de las plantas, sélo unos
pocos han sido utilizados en cultivos floricolas.

En petunia se sobreexpresé el factor LIF
(del inglés lateral shoot inducing factor) bajo
el promotor 35S de CaMV. Se observé que al
alteraba el metabolismo de las citocininas pro-
vocando la aparicién de fenotipos con mayor
cantidad de ramas con ramificaciones secun-
darias, poco usuales en esta especie.

La misma planta, petunia, se transformé con
el gen ipt (isopentenil transferasa de A. tume-
faciens), bajo el control de un promotor de Ara-
bidopsis de la senescencia de las hojas. Las
plantas transformantes presentaron mayor
cantidad de flores y retraso de la senescencia,
con una marcada disminucion de sensibilidad
al etileno.

Asimismo, se han obtenido resultados inte-
resantes modificando las vias de biosintesis
o respuesta a giberelinas. Esto se debe a que
para solucionar la falta de uniformidad en la
morfologia de las plantas de crisantemo (plan-
tas en maceta) se aplican productos como pac-
lobutrazol, phosphonD, Amo1618, etc. Se trata
de inhibidores de giberelinas, compuestos cos-
tosos, dificiles de manejar y, en algunos casos,
de uso restringido. Dado que las giberelinas
incrementan la division y elongacién celular, la
inhibicién de esta via resultaba una alternativa
valida. Un equipo de investigadores transformo
crisantemo con el gen gai de A. thaliana bajo el
promotor constitutivo 35S. Obtuvieron un am-
plio rango de fenotipos de enanismo que atri-
buyeron no soélo al diferente nimero de copias
insertadas, sino también al sitio de insercion en
el genoma de la planta. Al medir los niveles de
expresion del gen se observé que correlacio-
naban con el grado de intensidad del fenotipo
observado, esto es, a mayor nivel de expresion
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mayor grado de enanismo detectado (Figura
4). Usando esta estrategia lograron obtener
una reduccion en la altura comparable a la al-
canzada por la utilizacion de los inhibidores de
giberelinas, evitando los efectos colaterales
que estos productos provocan.

Una interesante alternativa para incrementar
la variabilidad genética es el uso de A. rhizo-
genes. Se trata de una bacteria del suelo que
posee un megaplasmido denominado Ri (Figu-
ra 5), donde se encuentran los genes rol A, rol
B, rol C, y rol D, responsables de provocar al-
teraciones fenotipicas denominadas raices en
cabellera (hairy roots). En la infeccion, la bac-
teria transfiere a la planta estos genes que co-
difican proteinas que intervienen en la sintesis
de auxinas y opinas. Ademas de acrecentar el
desarrollo de las raices en el sitio de infeccion,
otros de los sintomas asociados son: enanis-
mo, mayor compacidad, menor dominancia
apical, variabilidad en hojas y flores. Estas alte-
raciones varian de evento a evento, y la inten-
sidad de los sintomas es especie dependiente.
Pese a esto constituyen una herramienta inte-
resante para programas de mejoramiento de
plantas ornamentales.

En el ano 2005, la empresa Sakata presento
una variedad de conejito (A. majus) con carac-
teristicas diferentes a las variedades comercia-
les conocidas hasta ese entonces. La planta
se caracterizd por ser significativamente mas
compacta, tener entrenudos cortos, una mar-
cada disminucion de la dominancia apical,
muy ramificada, hojas y flores mas pequenas,
y gran capacidad de enraizamiento. Esta va-
riedad se obtuvo aplicando la tecnologia de A.
rhizogenes. Una estrategia similar se utilizé a
principios de los ‘90 con Nierembergia scopa-
ria, donde se trabajo con las cepas hiperviru-
lentas de A. rhizogenes (Figura 6). En la misma
época se presentaron resultados similares ob-
tenidos con geranio (Pelargonium sp.) donde
las plantas mostraron fenotipo enano, incre-
mento en el nimero de entrenudos y de ramas
laterales, mayor numero de hojas, de color
mas oscuro, mayor capacidad de enraizamien-
to y un incremento en la concentracion de acei-
tes esenciales, pero una marcada inhibicion
en la floracion. Utilizando la misma tecnologia
se informaron resultados similares en lisiantus

Figura 5. Efecto del gen gai en plantas de crisante-
mo. A la izquierda el control sin transformar, el resto
son plantas transgénicas expresando diferentes ni-
veles del transgen que se correlacionaron con los
sintomas de enanismo observado. Cortesia del Dr.
Setephen D. Jackson.

rol A.-B.-C.-D auxl, aux2, ops

Ri- plasmid

OPCAT
VIR

ORI

Figura 6. Plasmido Ri del tipo agropina, que se ca-
racteriza por poseer el ADN-T dividido en dos Tl y
Tr. En la porcién Tl se encuentran las secuencias
que codifican para los genes rol y en Tr los oncoge-
nes aux1 y aux2 y de la sintesis de opinas. Ambas
porciones de ADN T son transferidas en el proceso
de transformacion.

(Eustoma grandiflorum), rudbekia (Rudbeckia
hirta), datura (Datura arborea y D. sanguinea),
angelonia (Angelonia salicariifolia) y catarantus
(Catharanthus roseus).

Los genes rol (ver Figura 6) también fueron
utilizados en forma independiente del sistema
de A. rhizogenes para la transformacion gené-
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Figura 7. A la izquierda los controles sin transfor-
mar de Nierembergia scoparia, a la derecha las
plantas transgénicas expresando la sintomatologia
de la enfermedad de las raices en cabellera. Genti-
leza del Dr. Masahiro Mii de la Universidad de Chi-
ba, Japon.

tica de plantas. Utilizando el rol C bajo el con-
trol del promotor 35S de CaMV se obtuvieron
petunias con menor dominancia apical y tanto
la planta, como sus hojas y flores, mostraron
un tamano significativamente mas reducido
que la planta control (no transgénica). En cri-
santemo y clavel, con una construccion simi-
lar, se obtuvieron plantas de fenotipo enano,
entrenudos cortos, muy ramificadas, hojas de
diferentes formas y tonos de verde, mayor can-
tidad de flores por tallo, aunque mas pequefias
y compactas.

En begonia (B. tuberhybrida) se utilizé para
la transformacién una construccién que porta-
ba los tres genes rolA, rolB y rolC. Las plantas
transformantes resultaron enanas, con mayor
cantidad de hojas arrugadas y de intenso color
verde, pero con problemas en la floraciéon (des-
de retrasos a inhibicién en comparacion con el
genotipo salvaje).

La estrategia de transformacion con tres ge-
nes también se aplicd, con distintos grados de
éxito, en lilium, limonium y rosa.

4. Genoémica en ornamentales

Existen cada vez mas proyectos de investi-
gacion abocados al desarrollo de proyectos de
bioinformatica y gendmica, que se estructuran
como consorcios mundiales con el fin de aunar
esfuerzos y recursos: En ornamentales estan
activos los consorcios de Rosaceas GDR (Ge-
nome Database for Rosaceae) y Begonia; vy el
de Petunia hybrida y A. majus incluidas en la
SGN (Sol Genomic Network).
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La caracterizacion de genes por medio de
marcadores moleculares clasicos como las
etiquetas de secuencias expresadas (EST, Ex-
pressed Sequence Tags) o los polimorfismos
de un solo nucledtidos (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism), conjuntamente con la estima-
cion de la diversidad genética, pueden ser uti-
lizados para establecer los marcadores que se
corresponden con rasgos fenotipicos de inte-
rés. Y una vez obtenidos éstos utilizarlos para
la seleccién asistida, la construcciéon de ma-
pas genéticos y locus de caracter cuantitativo
(QTLs, Quantitative Trait Loci).

En rosa, por ejemplo, se ha creado un mapa
genético de alta densidad para ser usado como
herramienta de analisis de la variacidon genética
y la deteccidon genes de interés. Los mapas de
ligamiento fueron construidos con marcadores
moleculares (incluyendo AFLP, Amplified Frag-
ment Length Polymorphism, ISSR, Inter-Simple
Sequence Repeat; RFLP, Restriction Fragment
Length Polymorphism; RAPD, Random Ampli-
fied Polymorphic DNA, entre otros) y marcado-
res morfolégicos. El resultado fue un mapa de
gran cobertura y con marcadores robustos, con
lo cual se abrié una muy promisoria perspec-
tiva para la confeccion de mapas de QTLs y
para el mejoramiento asistido por marcadores.
Con el desarrollo del mapa de ligamiento se
pudieron identificar, funcionalmente, diversas
regiones del genoma, por ejemplo, se ha iden-
tificado un gen que controla el tipo de flor, dos
QTLs para resistencia a powdery mildew, otros
dos que controlan el tiempo de floracion y otros
asociados a el tamafio de la flor, el nUmero de
entrenudos, al grosor del tallo, la longitud de
la raiz, el contenido de clorofila y el area foliar,
entre otros caracteres.

El avance de la gendémica también ha hecho
posible generar librerias de ADNc de pétalos
de rosa para desarrollar ESTs y microarreglos,
que combinados con los resultados de proted-
mica, han permitido identificar varios genes y
estimar sus posibles funciones, entre ellos al-
gunos incluidos en la produccion de fragancia.

Algunos grupos de investigacion trabajan ac-
tivamente en el estudio del desarrollo floral de
Lilium para elucidar el proceso a nivel genéti-
co y transcripcional. Estudios gendmicos como
éstos pueden ser de suma utilidad al combi-
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a) Etapas del ensayo de transformacion, inoculacion (1). Raices emergentes en una etapa temprana del
cultivo (2). Crecimiento en placa y medio liquido, a la izquierda se observa el grado de desarrollo de un
control en medio sdlido (3). Primeras etapas de la organogénesis (4). Plantulas in vitro (5). Eventos recu-
perados luego de la etapa de aclimatacion (6).

b) Las flechas indican los eventos 7 y 8 (izquierda y derecha, respectivamente) y su comparacion respec-
to de la planta silvestre. Se puede apreciar diferencias, entre otras, en el tamano de las flores y la forma
y tamario de las hojas.

Figura 8. Desarrollo de los productos obtenidos en los ensayos de transformacion de Calibrachoa exce-

llens con Agrobacterium rhizogenes.

narse con técnicas de transformacién genética
que permitan introducir variaciones en el pa-
tron de floracion y explotarlos comercialmente.

El conocimiento de la diversidad genética es
de gran ayuda para un correcto manejo del ger-
moplasma por parte de los mejoradores. Con
este fin se crearon BEGOBIO y BEGOMOL,
dos bancos de germoplasma ex situ e in situ de
Begonia. El proyecto cuenta con un programa
de preservacion de la biodiversidad por medio
de criopreservacion y de almacenamiento de
ADN en chips y en librerias de ADNc.

Distintos trabajos con marcadores molecula-
res clasicos que han permitido analizar tanto

las relaciones genéticas como la diversidad
entre distintas especies. Por ejemplo, en cala-
tea (Calathea Mey.), el uso de AFLPs permitio
diferenciar distintas especies, generando perfi-
les y clusters que podran ser utilizados para la
comparacion con otras especies.

Por otro lado, estudios basados en RAPDs,
ISSRs y microsatélites de cloroplasto (ADNcp)
han permitido estudiar la diversidad genética
de dos especies de primula, Primula sikkimen-
sis 'y P. farinosa. En el ultimo caso, el releva-
miento de plantas de distintas altitudes permitié
establecer la diferenciacion de las poblaciones
a través del gradiente de altitudes. En came-
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lia amarilla (Camellia nitidissima) se utilizaron
RAPDs y AFLPs para estudiar la variabilidad
y la estructura de distintas poblaciones, estos
datos son de vital importancia en la conserva-
cion de la diversidad genética de esta especie.
En la variedad “Blue Parrot” de tulipan (Tulipa
spp) se logrd establecer una correlacion entre
la deteccién de cambios fenotipicos relevantes
en plantas micropropagadas y la modificacién
de los perfiles moleculares de RAPDs e ISSR.
En junquillo (Narcissus tazetta var. chinensis)
se utilizaron RAPDs y AFLPs para caracterizar
mutantes generadas por radiacion gamma. La
alta frecuencia de mutantes detectadas permi-
tié determinar la efectividad del tratamiento.

En violeta de los Alpes (Cyclamen persicum)
se inicid un proyecto de ESTs para entender
el proceso de embriogénesis somatica. Aproxi-
madamente un tercio de los genes involucra-
dos en este proceso se cubrid con los ESTs
analizados. En la coleccion generada de Cicla-
men se hallé una alta proporcion de genes ho-
mélogos con los involucrados en el proceso de
embriogénesis somatica en el sistema modelo
de Daucus carota (zanahoria).

En Gerbera hybrida se logré obtener una co-
leccion de ADNCc a partir de 8 tejidos diferentes.
Apartir de la secuenciacion y el ensamblado con
las bases de datos existentes, se generd una
base de ESTs que dio origen a un microarre-
glo denominado ‘OK cDNA'. Este microarreglo
permitio la identificacién de genes especificos
de flores, varios de los cuales tendrian posibles
funciones en el desarrollo érgano-floral. Luego,
el mismo microarreglo se utilizd para analizar
los cambios transcripcionales producidos du-
rante la organogénesis en 6 estadios diferentes
del desarrollo floral de gerbera. Se logré identi-
ficar una serie de genes que participarian en el
desarrollo y la apertura de los pétalos, abriendo
un camino interesante al manejo de la regula-
cion de la floracion.

En Petunia las librerias de ADNc de flores
permitieron desarrollar ESTs y microarreglos,
a partir de los cuales se describieron proteinas
involucradas en las vias dependientes del cal-
cio y en el metabolismo de la pared celular; y
genes relacionados a la apertura de las flores,
la biosintesis de antocianinas y la degradacion
de proteinas.
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En conejito (A. majus) se aislaron secuen-
cias repetidas en tandem de las regiones cen-
troméricas de los cromosomas. Por medio de
la técnica de hibridacion fluorescente in situ
(FISH) se establecio un cariotipo estandar uti-
lizando estas secuencias repetitivas. Para in-
tegrar los mapas genéticos y cromosomicos,
se seleccionaron marcadores moleculares de
cada grupo de ligamiento de una coleccion de
cromosomas artificiales de Antirrhinum para la
transformacion de plantas. Los clones se hibrid-
aron por FISH en los cromosomas de conejito,
el resultado permitié establecer la relaciéon en-
tre los cromosomas y los grupos de ligamiento.

6. Perspectivas

Si bien se han obtenido resultados intere-
santes, por el momento las técnicas de inge-
nieria genética han tenido poco impacto en el
ambito de los cultivos ornamentales.

Teniendo en cuenta que la fuerza impulsora
que mueve esta clase de industria es la perma-
nente renovacion y la aparicién de novedades,
las perspectivas son propicias para el desar-
rollo de nuevas variedades ornamentales utili-
zando técnicas biotecnoldgicas. En este marco
es importante destacar que a la hora de selec-
cionar los cultivos sobre lo cuales trabajar, de-
berian contemplarse no sélo cuestiones técni-
cas sino también comerciales y legales.

Por otro lado, los avances en las técnicas
biotecnoldgicas y el desarrollo de nuevos y me-
jorados programas de computacion, han dado
a la gendmica el impulso necesario para ser
una herramienta fundamental en los programas
de mejoramiento. A pesar de que se han pro-
ducido avances en el numero de especies es-
tudiadas y la comprension de sus respectivos
genomas (cada dia hay nueva informacion de
mapas de ligamiento y, éstos a la vez, mas sat-
urados), aun hay mucho por hacer, sobre todo
frente a las perspectivas del cambio climatico
y los problemas asociados a la contaminacion
ambiental.
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V. CAPITULO 5

Aplicacién de la biotecnologia en
la mejora y conservacion de
especies forestales

Susana Marcucci Poltri, Leonardo Gallo,
Noga Zelener, Susana Torales, Sandra Sharry

En el presente texto se abordan dos grandes
aspectos de investigacidon en biotecnologia fo-
restal, uno de los cuales involucra la explora-
cion de la variabilidad natural y su aprovecha-
miento para distintos fines, incluyendo avances
mundiales y principales proyectos en el campo
de la gendmica, aplicaciones en Argentina en
la genética ecologica de los bosques y en el
mejoramiento y domesticacién de especies de
interés. El otro aspecto se refiere a los orga-
nismos genéticamente modificados, objetivos
y ejemplos de investigacion en América Latina.

1) Avances de las estrategias y
herramientas genémicas en el
mejoramiento molecular forestal

Introduccién

El desarrollo biotecnolégico y sus aplicacio-
nes al sector forestal se estan expandiendo
rapidamente (Figura A). Las técnicas de mar-
cadores moleculares para la localizacién de
genes simples y QTLs (/oci involucrados en ca-
racteristicas cuantitativas o Quantitative Trait
loci) han permitido identificar intervalos geno-
micos “relativamente amplios” tipicamente in-
volucrando decenas de centiMorgans (cM), y
por lo tanto decenas o centenas de genes, y
no los genes efectivamente involucrados en el
control de la caracteristica. Estos marcadores
se aplican dentro de tacticas de seleccion fami-
liar, y sélo una estrategia de mapeo de polimor-
fismos de secuencia que estén suficientemen-
te préximos a una mutacion funcional revelara
asociaciones entre marcadores moleculares y
caracteres de interés mas precisas (Neale y
Savolainen, 2004; *Gonzalez-Martinez et al.
2006).

La informacion de los mapas, conjuntamen-
te con la generada por los diversos proyectos

Modificacién
genética
19%

Micropropagacidn
34%

Diversidad
26%

Mapas, Sslaccidn
Asistida por
Marcadoras,

Genomica
21%

Figura A: Proporcion de las actividades en biotec-
nologia forestal agrupadas en grandes categorias,
segun el dominio publico (Chaix and Monteuuis,
Apendice 2.1) FAO, 2004.

gendmicos que comenzaron en el afio 2000
con la secuenciacién de Arabidopsis thaliana,
siguiendo en el afo 2004 con la de Populus
trichocarpa (http://genome.jgi-psf.org/Poptr1/
Poptr1.home; Tuskan et al., ,2006), y que con-
tinda con la de secuenciacién completa del ge-
noma de Eucalyptus grandis (esperada para el
ano 2010), permitieron el desarrollo de nuevas
estrategias para la identificacion de genes in-
volucrados en caracteristicas de interés.
Existen varios proyectos gendmicos fores-
tales publicos y privados. Con la informacion
gendmica disponible, se ha utilizado la estrate-
gia del “analisis del gen candidato” (candidate
gene approach) para la identificacion de genes
subyacentes en QTLs, por ejemplo, en pino,
para genes involucrados en la sintesis de lig-
nina y estructura de la pared celular (*Brown et
al, 2003). Mediante la estrategia de “genética
gendmica” (genetical genomics), que es una
combinacion del analisis de QTLs y analisis del
transcriptoma en las poblaciones segregantes,
se vio que QTLs para crecimiento co-localiza-
ron con eQTLs (expressed QTLs) para genes
relacionados a contenido de lignina, sugiriendo
que crecimiento y lignina estarian controlados
por los mismos loci en el pedigri de eucalipto
ensayado (Kirst et al, 2004). En alamo, se estu-
diaron combinadamente QTLs, microarreglos y
genes candidatos para identificar genes invo-
lucrados en tolerancia a sequia (Street et al.,
2006). Por ultimo, y para determinar lociy alelos
responsables de las diferencias fenotipicas, se
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emplea el “mapeo de asociacién” (association
mapping) a partir de la busqueda de variantes
de genes candidatos. En contraste con el ma-
peo de QTLs, los marcadores que muestran
asociacion con un caracter fenotipico, estan
muy cerca o directamente en el gen que influye
en el caracter (Figura B). Esta tactica, toma
ventaja de la gran variabilidad y bajo valor de
desequilibrio de ligamiento que generalmente
presentan las poblaciones naturales y puede
aplicarse cuando existe gran variabilidad aléli-
ca (SNPs o single nucleotide polymorphisms).
En el caso de Eucalyptus, una primera asocia-
cion entre polimorfismo en genes candidatos y
el angulo de la microfibrilla fue publicado por
Thumma et al., 2005. En coniferas los estudios
de asociacion fueron pioneros y se realizaron
en pino taeda (*Gonzalez-Martinez et al., 2006;
2007), pino radiata, pino Oregon (abeto blanco)
y falso abeto (abeto rojo).

Hasta aqui, se ha hablado del estudio de la
variabilidad de los fenotipos naturales para la
busqueda de las variantes genéticas que los
causan, cuyo esquema general simplificado se
muestra en la Figura C. La otra alternativa es
la modificacién de un fenotipo, a través de los
analisis de anulacion o supresion (knock out)
0 sobreexpresion de un gen mediante plantas
transgénicas.

Independientemente de las estrategias ultili-
zadas, una vez identificados los fenotipos be-
neficiosos, pueden seguirse dos caminos: 1)
identificar genotipos que contengan estos ale-
los de interés e introducirlos en los programas
de mejoramiento/conservaciéon y 2) modificar
genéticamente clones elite con estas variantes,
que si bien en especies forestales es dificultosa,
en los casos posibles, han sido exitosas, como
se explicara posteriormente (*Boerjan 2005).

Situacién en Argentina

La biotecnologia en estudios de Genética

Ecolégica Forestal

El bosque constituye el ecosistema terrestre
de mayor complejidad donde ocurren infinidad
de interacciones entre los elementos estructu-
rales del sistema (los arboles) y los numerosos
organismos que viven dentro de él. En las ulti-
mas décadas, el acelerado avance de la fron-
tera agricola y ganadera ha reducido sensible-
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Figura B: llustracion simplificada de un ensayo

de asociacion genética para la identificacion de la
variacion alélica que influye un caracter fenotipico
“altura”, en un escenario de bajo o alto desequili-
brio de ligamiento. A) El caracter de interés se mide
en arboles no relacionados tomados de una pobla-
cién. Como ejemplo se midi6 la altura de cada ar-
bol a una edad definida B) se determinan SNP en
cada genotipo, generalmente tomando una muestra
pequefia y luego extendiendo al total de la pobla-
cion estudiada para los SNPs seleccionados. Los
SNPs se han elegido para dos loci en un mismo
cromosoma bajo el escenario de “bajo desequilibrio
de ligamiento”. Para el SNP superior (“A” vs. “C”),
los arboles geu poseen SNP “A”, tienen una altura
promedio de 92, mientras geu los que tienen “C”,
su altura promedio es sélo 56, consistente con una
asociacion significativa entre el genotipo SNP vy el
fenotipo altura. Para el segundo SNP (“G” vs “T”),
los arboles que poseen “G” tienen un promedio de
altura de 74, y los arboles que tienen “T”, también
tienen un promedio de altura de 74, indicando que
este SNP no tiene asociacién con el fenotipo altura.
El bajo desequilibrio de ligamiento resutaria tipica-
mente en una pequefia regidon cromosoémica (pocos
cientos de bases, sefialado por cajas coloreadas).
C: los mismos genotipos de SNP pero en escenario
de alto desequilibrio de ligamiento. En este caso, la
region cromosomica que rodea al SNP es grande,
algunos cientos de kilobases, y es comun entre los
individuos, también sefialada como caja coloreada.
El resultado es que un SNP con significativa asocia-
cién a un caracter, es probable que esté muy cerca
o directamente sobre el gen, y esto permite el co-
nocimiento de la funcién, regulacion etc., siendo los
SNPs predictivos no solo en el pedigre y pueden
usarse en poblaciones naturales.

Tomado de Will genomics guide a greener forest
biotech? Andrew T. Groover Current Opinion in Bio-
technology 2005, 16:159-166.
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Figura C: Esquema de trabajo simplificado para deteccion y analisis de ESTs mediante genética directa.
A partir del tejido donde se expresa el caracter o del tejido del arbol sometido a distintos estimulos (A) (ej,
madera o tejidos sometidos a diversos factores de estrés), se extraen diferencialmente los ARNm que se
transcriben frente a esa respuesta. Luego de un paso de sintesis de cADN “in vitro”, estos fragmentos o
ESTs son clonados (B) en librerias de expresion y secuenciados (C). Esta informacién se compara con las
secuencias depositadas en las bases de datos publicas existentes (D) y se observa el grado de similitud
entre ellas. A partir de aquellas que presentan alta identidad de secuencia con los genes publicados (ahora
genes candidatos), se disefian marcadores especificos de fragmentos (E), o bien se buscan variantes de
SNPs entre los individuos muestreados. Estas diferencias de secuencias permitiran posicionar al gen en el
cromosoma y detectar su co-localizacion con QTLs en una poblacion segregante de cruzamientos contras-
tantes para el caracter en cuestion (G). La otra estrategia, (H) es utilizar poblaciones de individuos de gran
variabilidad fenotipica y genotipica, en donde estos SNPs tratan de asociarse con los fenotipos, realizando
mapeo de asociacion (ver también Figura B). Se observaran diferencias significativas del caracter entre
los grupos que poseen uno u otro haplotipo, si éste esta directamente influyendo el caracter. En este es-
quema general, el cambio de la base “A” del gen de por una “C”, genera una modificacion del aminoacido
en la proteina, que influye directamente en la expresién del caracter, y puede visualizarse en los fenotipos
de los individuos segregantes de la poblacion de mapeo y en la poblaciéon de asociacion.

mente la superficie boscosa a una tasa anual
de deforestacion mundial de unos 13 millones

forestales. La mayoria ya han sido presenta-
dos y descriptos en este volumen y pueden ser

de has, a la cual nuestro pais, contribuye con
un promedio de 300.000 has de bosque nativo
por afo (FAO 2007). Urge por lo tanto actuar
rapidamente en la conservacion del bien co-
mun genético forestal ya que de él depende la
conservacion de la diversidad genética y el uso
adecuado de la misma en procesos producti-
vos de importancia socio-econdmica.
Numerosos son los marcadores que se utili-
zan en estudios de genética ecoldgica con fines
de conservacion y domesticacion de especies

encontrados en diferentes publicaciones (eg.
*Ziegenhagen and Fladung 2008).

Una de las formas de agrupar a los diferen-
tes tipos de marcadores genéticos utilizados
en estudios de genética ecoldgica forestal es
en funcion de su utilidad para reflejar el ver-
dadero nivel de variacién genética a diferentes
escalas espacio-temporales.

En base a ello podemos definir tres grupos
de marcadores genéticos que se han utilizado
y se utilizan actualmente:
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1.- los que permiten monitorear procesos
evolutivos de larga data y en grandes escalas
espaciales

2.- los que permiten monitorear procesos
evolutivos recientes y procesos genéticos de
importancia actual en escala de paisaje

3.- los que permiten la identificacion de ge-
nomas y el monitoreo del impacto actual de di-
ferentes tipos de disturbios sobre la diversidad
genética en escala local

Los limites entre los grupos no son exclu-
yentes por lo que podemos contar en algunos
casos con un mismo marcador que sirva para
mas de un proposito.

* Entre los del primer grupo, se destacan
los marcadores genéticos de ADN de
organelas, de mitocondrias y particular-
mente de cloroplastos La organizacion
molecular del genoma de cloroplasto es
extremadamente conservada por lo que
diferentes taxones vegetales mantienen
un mismo arreglo lineal de sus genes. Su
evolucion es lenta con una tasa mutacio-
nal del orden de 1-3 x 10° motivo por el
cual mutaciones ocurridas en tiempos
geoldgicos son mantenidas hasta la ac-
tualidad. Con el monitoreo de la distribu-
cion espacial de su variacién y en gran-
des escalas, como las de distribucion
natural de una especie pueden ser uti-
lizadas, junto con estudios palinolégicos
y registros de microfésiles, para ayudar
a reconstruir la historia glaciaria y post-
glaciaria de los bosques. De esta forma
se ubican sitios de probables refugios
glaciarios y rutas migratorias a partir de
ellos durante la retraccion de los hielos.
La correcta interpretacion de la distribu-
cion espacial de lineas genealdgicas da-
das por las secuencias génicas o sitios
de restriccion permiten realizar estudios
filogeograficos dentro de géneros y es-
pecies (Avise 2000).

Las angiospermas poseen herencia materna
en el ADN de cloroplasto por lo que el monito-
reo espacio-temporal de su variacion permite
definir el movimiento histérico de la semilla y
por lo tanto el flujo génico materno. Mediante
estudios realizados con marcadores de ADN
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de cloroplasto en Rauli (Nothofagus nervosa)y
confirmado luego en Roble Pellin (N. obliqua),
especie emparentada, se propuso una clara di-
ferenciacion entre el norte y el sur del area de
distribucion natural de estas especies en base
a los haplotipos encontrados (*Marchelli & Ga-
llo 2006, *Azpilicueta et al.2009) y la existencia
de varios refugios glaciarios sobre la vertiente
oriental de los Andes e incluso en el ecotono
con la estepa patagdnica. La diferencia del
efecto sobre los bosques patagdnicos de dos
patrones diferentes de distribucion e intensidad
de la ultima glaciacion se puso de manifiesto
también con estos marcadores en un estudio
preliminar realizado con Nothofagus antarctica
(*Pastorino et al. 2009). Estos resultados per-
miten comprender mejor la historia evolutiva
que dio origen a la distribucién espacial actual
de la variacion genética en las especies arbo-
reas de nuestros bosques. En el caso de una
gimnosperma emblematica como la Araucaria
araucana se determinaron los sitios de mayor
diversidad y se verific6 nuevamente el patrén
general de diferenciacion norte-sur hallado en
otras especies, mediante la distribucion de los
haplotipos analizados (*Marchelli et al. 2009)

» Para los objetivos del segundo grupo de
marcadores, que comprende esencial-
mente estudios de variacion genética
entre y dentro de poblaciones (diferen-
ciacion y diversidad genéticas), se utiliza
principalmente la informacion del ADN
nuclear, sujeta a una mayor tasa de mu-
tacion, a herencia biparental y a recombi-
nacion de la informaciéon genética.

Estudios realizados con marcadores géni-

cos isoenzimaticos en Ciprés de la Cordillera
(Austrocedrus chilensis) permitieron encontrar
que las poblaciones orientales esteparias de
esta especie patagodnica, fuera de los parques
nacionales, son las que contienen la mayor
diversidad genética (Pastorino y Gallo 2002).
Informacion obtenida con marcadores SSRs
(Arana et al. 2008) confirm¢é el caracter relic-
tual y de alta diversidad genética en este tipo
de poblaciones (*Arana et al. 2010, en prensa).
Con ambos marcadores se determiné ademas
la estructuracion espacial del sistema de apa-
reamiento en poblaciones de esta especie y
un proceso de deriva genética.
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La estructuracion genética y sus patrones
de distribucion espacial han sido sugeridos en
estudios de regeneracién natural post-incendio
a escala de rodal en una especie del genéro
Nothofagus utilizando marcadores genéticos
isoenzimaticos (Premoli y Kitzberger 2005)

En Roble Pellin (Nothofagus obliqua), pudo
ser detectado otro proceso genético pocas
veces evidenciado en especies forestales: un
efecto de cuello de botella en una poblacion
esteparia y aislada a unos 30 km al este de
las poblaciones continuas de la especie (Ga-
llo et al. 2008, Azpilicueta y Gallo, 2010). Ade-
mas, marcadores génicos isoenzimaticos per-
mitieron confirmar la hibridacion natural entre
especies del género Nothofagus por medio de
alelos especificos de especie en dos loci de se-
gregacion independiente o por diferenciacion
de frecuencias alélicas en el género Prosopis
(Verga 1995). Estos resultados contribuyeron
en el primero de los casos a formular un mode-
lo de dinamica de hibridacion natural y propo-
ner pautas de manejo silvicola para la conser-
vacion de ambas especies (Gallo 2004). Las
etapas avanzadas del proceso de hibridacién
e introgresion (retrocruzas) pudieron ser con-
firmadas con marcadores microsatélites en un
estudio comparativo de su calidad de madera.
Un estudio morfolégico detallado junto con in-
formacion sobre variacidon genética isoenzi-
matica permitié detectar la hibridacién natural
interespecifica poco comun entre una especie
decidua (Nothofagus antarctica) y una siem-
preverde (N. dombeyi) (Steconni et al. 2004).
Un estudio que derivé en una medida concreta
de proteccion, fue realizado a través del ana-
lisis combinado con marcadores de ADN de
cloroplasto e isoenzimaticos. Con ellos fue de-
tectado el centro de mayor diversidad genéti-
ca de poblaciones argentinas de Nothofagus
nervosa (*Marchelli & Gallo 2006; *Gallo et al.
2009), (Figura D), resultando en una decision
politica sobre la conservacion y manejo de ma-
sas boscosas.

» El tercer grupo de marcadores es utili-
zado en estudios de procesos de impor-
tancia evolutiva y de genética espacial a
escala local, los cuales requieren esen-
cialmente marcadores hipervariables,
co-dominantes o dominantes (nNSSR o

SSR nucleares, cpSSR o SSR de clo-
roplastos, RAPD, AFLP). Entre estos
procesos figuran estimaciones de flujo
polinico actual, estructuracion genética
en diferentes estratos generacionales,
impacto del uso silvicola en la diversidad
genética, impacto de la fragmentacion
del habitat, analisis de paternidad, identi-
ficacion de regeneracion natural vegeta-
tiva, entre otros.

Aplicando SSRs junto con marcadores gé-
nicos isoenzimaticos y PCR-RFLP en ADN de
cloroplasto se analiz6 el flujo génico entre dos
poblaciones de Nothofagus nervosa, separa-
das por una colada de lava de una erupcién
geoldgicamente reciente del volcan Lanin. Se
comprobo que no existe conexion por flujo se-
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Figura D: Ejemplo del patréon electroforético de
ADN de cloroplasto de poblaciones argentinas de
Nothofagus nervosa (Rauli), que conjuntamente
con isoenzimas fue utilizado para detectar el centro
de mayor diversidad genética al oeste de la cuen-
ca Lago Lacar (sefialado en el mapa por el circulo
lleno), derivando luego en una medida politica que
permitid modificar el estatus de proteccion de ese
bosque.1: Mapa con haplotipos (de Marchelli y Ga-
llo 2006),2: Migracién de fragmentos de restriccion
de ADN de cloropasto en geles de agarosa (de Mar-
chelli et.al. 1998), 3: Bosque Hua-Hum incluido en
la nueva area protegida).
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minal pero que ambas poblaciones se man-
tienen conectadas genéticamente por flujo de
polen (*Milleron et al. 2008). Con el uso de
microsatélites se obtuvieron resultados prelimi-
nares sobre el flujo polinico en Araucaria arau-
cana destacandose la importancia de los arbo-
les aislados como “puentes genéticos” entre
fragmentos. Por otro lado se comprobé que el
vecindario genético de un bosque de Nothofa-
gus tiene un radio de solo 15 m con un nimero
efectivo de 8 arboles polinizadores (Marchelli
et al. 2007) lo cual ya ha servido para fijar pau-
tas aplicables de cosecha de semilla y de ma-
nejo silvicola.

Como se ve a través de todos estos ejem-
plos de estudios realizados en Argentina, las
técnicas biotecnoldgicas de genética molecular
realizan un contundente aporte en el monitoreo
de procesos ecoldgicos de importancia evoluti-
va. Esto permite en tiempos relativamente cor-
tos obtener resultados que posibilitan la toma
de decisiones relacionadas a la conservacion
y al manejo de la diversidad genética de nues-
tros bosques nativos.

Aplicacion de marcadores moleculares
neutros en Poblaciones de mejora y
produccion de especies forestales de
rapido crecimiento

La caracterizacioén, evaluacion y manejo de
la variabilidad genética en poblaciones de me-
jora y produccién integran areas de aplicaciéon
donde los marcadores de ADN neutros ofrecen
mayor utilidad.

Tanto en los programas de mejora genética
como en los programas de propagacion ma-
siva, la correcta identificacion de clones elite,
asi como la identificacion de los progenitores
involucrados en cruzamientos controlados,
constituyen factores criticos en la produccion
de especies comerciales, ya que errores de
identificacion genética pueden afectar severa-
mente los niveles de ganancia esperados en
sistemas a gran escala. Dichos aspectos, asi
como la estimacion del nivel de contaminacién
con polen procedente de fuentes externas en
huertos semilleros, pueden ser asistidos me-
diante "fingerprint" o huella dactilar del ADN
mediante el empleo de los SSRs, gracias a
su naturaleza multialélica y herencia codomi-

nante. En el ambito local estos marcadores se
utilizaron como descriptores complementarios
para la inscripcion en el Registro Nacional de
la Propiedad de Cultivares de los primeros 10
clones de Eucayptus grandis, mediante la uti-
lizacion de 6 SSRs desarrollados por EMBRA-
PA, Brasil (*Torales et al. 2005) .

La cuantificacion de la diversidad genética
dentro del stand, es uno de los criterios claves
que definen la calidad de la semilla forestal.
La produccion de semilla genéticamente me-
jorada, a través de Huertos Semilleros, integra
las actividades priorizadas en los programas
de mejoramiento del INTA, donde idealmente
el material de propagacién debe presentar alto
valor genético y mantener alta diversidad.

El huerto semillero constituye una plantacion
de clones (HSC) o progenies (HSP) seleccio-
nados intensivamente sobre la base de carac-
teristicas de importancia econdémica, el cual
ha sido sometido a los aclareos genéticos ne-
cesarios para conservar unicamente aquellos
clones o individuos que han demostrado su su-
perioridad. Esto puede originar el decrecimien-
to del nivel de variabilidad genética presente
en las semillas producidas en el huerto y, por
extension, en las plantulas utilizadas en las ex-
plotaciones comerciales, con posibles pérdidas
de productividad. A modo de ejemplo se citan
las especies del género Eucalyptus, las cuales
si bien presentan un sistema de fecundacién
predominantemente alégamo y mediado por
polinizacién entomdfila, pueden estar sujetas
a efectos de depresiéon por endogamia. Estos
efectos se manifiestan en la reduccién de los
niveles de produccion de semillas, reduccién
de altura de fuste, area basal y volumen, y de-
formacion de hojas y tallos en algunas espe-
cies. En consecuencia, el disefo de los huertos
debe considerar restricciones de distancias mi-
nimas entre individuos emparentados. En plan-
taciones clonales la asistencia por marcadores
moleculares permite evitar la implantacion de
clones genéticamente relacionados en bloques
contiguos, disminuyendo ademas, el riesgo fren-
te al ataque de plagas y patégenos en toda la
plantacion.

En el ambito local, se aplicaron AFLP y SSR
en poblaciones de mejora de Eucalyptus dun-
nii, seleccionadas por caracteres morfomé-
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tricos de interés, con la finalidad de disefar
HSCs que maximicen el progreso en la mejora
genética y minimicen los riesgos de depresion
por endogamia. Su aplicacion permito el anali-
sis genomico de 46 clones selectos por forma
de fuste y tasa de crecimiento y la identifica-
cién de nueve pares de clones mas divergen-
tes, manteniendo el 95.2% del numero total
de alelos detectados (*Marcucci Poltri et al.
2003). Asi mismo, estos marcadores han sido
utilizados,para la estimacion de la amplitud de
la base genética retenida en huertos semilleros
disenados a partir de poblaciones de mejora-
miento, en E. grandis, E. globulus y E. dunnii
(*Marcucci Poltri et al. 2005). Actualmente se
aplican en Pinus taeda, con el objeto de esta-
blecer las relaciones de parentesco entre indi-
viduos pertenecientes a HSCs, instalados en
la provincia de Misiones (Villalba-Acosta et al,
2009) y en el NOA (*Fornes, 2003), pudiendo
ser sujetos al raleo de individuos.

La incorporacion de técnicas moleculares en
los programas de mejora, procura optimizar la
estructura de las poblaciones de mejora/pro-
duccion, incrementar la informacion necesaria
para decidir sobre la infusion de nuevos ma-
teriales y mejorar las estrategias de seleccion.
Con la finalidad de establecer una estrategia
alternativa de seleccion para el disefio de un
HSP local de E. dunnii, basado en el analisis
conjunto de un indice de seleccién morfométri-
co y criterios de diversidad genética molecular,
se realizd el estudio gendémico de 37 familias
de medio hermanos, selectas por forma de fus-
te, DAP y densidad de la madera, provenientes
de 5 origenes australianos y una procedencia
local. La diversidad genética y su distribucion
asi como las relaciones genéticas entre los in-
dividuos, evidenciaron con claridad baja dife-
renciacion genética entre procedencias y alta
diferenciacion entre familias, donde el 80% de
la variacion total fue explicada dentro de ellas,
sugiriendo por lo tanto que el disefio del HSP
debia basarse en la seleccién individual y fami-
liar (*Zelener et. al. 2005).

La determinacion de los posibles origenes
de las razas locales de E. globulus provenien-
tes de Argentina, Portugal, Espafa y Chile,
fue también abordada mediante el andlisis de
SSRs y AFLPs. Los estudios de diversidad ge-

nética y estructura poblacional, diagnosticaron
una marcada asociacion entre las razas locales
entre si, asi como una clara afinidad entre és-
tas y las razas australianas del Sur y Sudeste
de Tasmania, sugiriendo que dichas regiones
fueron las primeras fuentes proveedoras de se-
millas de la especie (Acufia et.al. 2004).

Evaluacién de variabilidad funcional en
programas de mejoramiento y
domesticacion

La exploraciéon de la variabilidad alélica de
genes candidatos mediante diversas técnicas
de deteccion de SNPs, constituye un desafio
para el estudio de la diversidad funcional en
especies forestales.

En los programas de mejoramiento y do-
mesticacion de Argentina se han comenzado
a incorporar y desarrollar nuevas estrategias,
dirigidas a optimizar la calidad de madera (con-
tenido de lignina y densidad) en especies del
género Eucalyptus, como asi también a ana-
lizar caracteristicas adaptativas en especies
nativas. En ambos estudios, la finalidad es
detectar variantes alélicas responsables de la
expresion del caracter y a continuacion se de-
tallan los dos ejemplos.

1) El contenido y composicion de lignina es
de gran importancia en la produccion de pulpa
para la industria del papel, fundamentalmente
por las consecuencias que su eliminacion tie-
ne en la conservacion del medio ambiente. Por
otro lado, el bajo contenido de este polimero es
una caracteristica importante para la utilizacién
de los residuos forestales en la generacion de
biocombustibles (bioetanol) ya que reduce los
componentes inhibitorios y enriquece la con-
centracion relativa de los hidratos de carbono
fermentables. En una primera etapa se carac-
terizd6 un Huerto Semillero Clonal de primera
generacion (27 arboles) de E. grandis, tanto en
la variabilidad de los genes candidatos involu-
crados en la via metabdlica como en el con-
tenido y composicion de lignina (Torales et al,
2006). Se encontraron escasas diferencias fe-
notipicas entre individuos y algunas variantes
alélicas diferenciales. En cuanto a la busqueda
de QTLs asociados a densidad de madera, se
trabajé en poblaciones segregantes locales de
E. grandis (Garcia et al, 2007) y en el desa-
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rrollo de marcadores funcionales de tipo EST-
SSR a partir de secuencias publicadas de E.
globulus (Acufa et al, 2007), informacién util
en el mapeo genético y estudios de variabilidad
funcional.

2) La segunda aplicacion del programa se
refiere al estudio de variabilidad a nivel de nu-
cledtidos de genes involucrados en tolerancia
a estrés abidtico tales como sequia y salini-
dad. Los genes seleccionados se estudiaron
en las poblaciones de Austrocedrus chilensis
y Prosopis spp, en sus gradientes naturales de
distribucion geogréfica, abarcando las zonas
marginales, sometidas a estrés hidrico y sali-
no. Ambas especies constituyen sistemas mo-
delo para este tipo de analisis, siendo especies
forestales nativas de importancia econdémica,
de relativo rapido crecimiento y con un alto
potencial adaptativo. Tienen posibilidades de
adecuarse a cambios climaticos futuros, que
les permitirian ocupar nichos que no se super-
ponen con la produccion forestal de especies
exoticas de alto rendimiento, permitiendo la
restauracion de ecosistemas degradados por
la explotacién forestal extractiva. Constituyen
una alternativa productiva y en algunos casos
puede ser combinada con la actividad agricola
0 ganadera. A partir de ESTs de Pinus pinas-
ter, P. taeda, Prosopis juliflora 'y genes de Ara-
bidopsis y Criptomeria japénica, se disefaron
cebadores, se amplificaron y analizaron frag-
mentos con alto porcentaje de similitud a los
depositados en la base de datos. En Austroce-
drus chilensis se analizaron porciones de los
genes Pal 3, LP3-1 y Aquaporina en genotipos
contrastantes sin detectar aun asociacion. En
Prosopis se evaluaron 5 genes en genotipos
de las especies Prosopis flexuosa, P.chilensis
y Palba con comportamientos contrastantes
frente al estrés hidrico. En los genes HAK3P,
ERD 15, PHD Finger y Rab7 se detectaron
SNPs diferenciales entre especies que habitan
las distintas regiones (Torales et al, 2009).

Conclusiones y perspectivas

La utilizacion de marcadores moleculares
neutros y genéticos para manejo asistido de
poblaciones de mejora y en genética ecolégi-
ca, principalmente con fines de conservacion,
han sido aplicados en Argentina. Los avan-

ces logrados mundialmente a nivel gendmico
en especies modelo podran ser utilizados con
mayor intensidad en otras especies, habiendo
iniciado el camino en alguna de ellas, con el
fin de explotar la variacidén genética de pobla-
ciones de mejora o nativas. No obstante, para
el descubrimiento de nuevos genes, sera tam-
bién necesario generar e incorporar en bases
de datos publicas, secuencias de ESTs, logra-
das a través de diversos experimentos y en-
sayos biolégicos en géneros y especies en las
que la disponibilidad actual de proyectos de se-
cuenciacion no esté prevista o sea dificil por la
complejidad del genoma, como el caso de las
coniferas. A partir de estas bases de datos y
de las metodologias de alto desempefio, como
métodos de pirosecuenciacion o microarreglos
de oligonucledtidos en cuentas (beadarrays),
basadas en la extension de iniciadores alelo
especifica como tecnologia de Golden Gate
(Fan et al. 2006), se podran detectar gran can-
tidad de SNPs en forma paralela, a un costo
razonable y finalmente podran utilizarse en es-
tudios de asociacion genética. Por lo tanto, la
genética de asociacion promete ser la estrate-
gia elegida en todos los géneros y en donde
el objetivo es correlacionar la distribucion de
los genotipos de los genes candidatos como
secuencias de ADN, y los fenotipos relevantes
(tal como se aplica en humanos y otros orga-
nismos de fecundacioén cruzada).

Por esta razén, seguiran siendo clave la se-
lecciéon de los genes candidatos, la capacidad
de caracterizar apropiadamente los fenotipos
y la habilidad de utilizarlos para manipular via
mejoramiento molecular o transgénesis.

Todas estas metodologias, ademas de mejo-
rar el conocimiento del control genético de ca-
racteristicas de interés (alelos de importancia
econdmica y ecoldgica), reducirian los costos
y tiempos de mejoramiento y ayudaran en la
conservacion.

2 )Modificacién genética de especies
forestales

Introduccién

La transformacion genética de arboles es to-
davia un instrumento relativamente nuevo en
el sector forestal y se realiza a menudo usan-
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do sistemas de transformacion basados en
Agrobacterium tumefaciens en angiospermas
y por bombardeo con microparticulas en gim-
nospermas (ver parte Il capitulo 6). Los éxitos
en especies forestales son hasta el momento
limitados debido a los problemas asociados a
la regeneracion de las plantas, especialmente
si se considera que muchas especies son aun
consideradas recalcitrantes al cultivo in vitro y
que la transformacién de una nueva especie
depende de su capacidad de regeneracion.

Una de las aplicaciones de la tecnologia de
modificacion genética que a menudo se pasa
por alto, pero que es tal vez la mas importante,
es la que se refiere a la investigacion de la bio-
logia de los arboles, es decir, estudios sobre el
funcionamiento de los genes y sobre los carac-
teres que éstos controlan.

Por otro lado, la utilizacion comercial de ar-
boles transgénicos se limita a las plantaciones
comerciales, para lo cual es esencial disponer
de marcos reglamentarios para el ensayo, se-
guimiento y gestiéon de los arboles OGM, uti-
lizando materiales con reproduccion controla-
da (estériles, de propagacion vegetativa o con
produccion reducida de polen). La modificacion
genética a través del ensayo clonal es la estra-
tegia mas logica para integrarla a los progra-
mas tradicionales de mejoramiento de arboles.
Por esta razon, es preferible utilizar ingenieria
genética en especies forestales que cuentan
con programas avanzados de mejoramiento y
en las que pueda considerarse de modo realis-
ta la utilizacion de técnicas de clonacion.

Objetivos de la transformacién genética

de arboles

Uno de los objetivos mas importantes, cons-
tituye el estudio de la funcionalidad de los ge-
nes que se van descubriendo y que mediante
esta herramienta, ya sea por sobreexpresion o
supresion, es posible atribuir. Los dos objeti-
vos mas estudiados en la investigacion en in-
genieria genética forestal son el aumento en
la produccién de biomasa y los cambios en
la estructura de la madera, con un papel fun-
damental en los estudios de los mecanismos
reguladores de formacion de la misma. El au-
mento de la tasa de crecimiento, el incremento
del volumen del tronco, y el acortamiento de

los turnos de corta, son objetivos importantes
de muchos programas de mejoramiento de ar-
boles, asi como la rectitud del fuste, el periodo
de reposo y los habitos de crecimiento (rami-
ficacién). Para ello se ha modificado la expre-
sion de una serie de genes que participan en la
sintesis de hormonas vegetales. Por ejemplo,
el gen ipt de Agrobacterium tumefasciens, que
codifica una enzima para la produccion de cito-
cininas, la sobreexpresion de los genes rol de
Agrobacterium rhizogenes que producen modi-
ficaciones en la anatomia y composicién quimi-
ca de la pared celular en arboles transgénicos,
la expresién en direccién sentido y antisentido
de la enzima GA 20-oxidasa que participa en la
sintesis de giberelinas y por ende en el creci-
miento, el gen de la glutamina sintasa (GS) de
pino, que interviene en el metabolismo del ni-
trogeno y una xiloglucanasa de Aspergillus que
promueve la expansién celular.

Respecto a la estructura de la madera, la in-
vestigacion se concentra en modificar el conte-
nido y la composicién de lignina. Muchos de los
genes involucrados en la sintesis de la lignina
han sido sobreexpresados o inhibidos en arbo-
les como alamo, pino y eucaliptos. Utilizando
la estrategia de antisentido para reducir la ex-
presién del gen 4CL (Hu et al. 1999; *Sederoff
et al, 1999) o aumentando la expresion de F5H
se obtuvo una reduccion del 45% del contenido
de lignina y un aumento del 15% de celulosa
en alamos.

Otros objetivos han sido la introduccion de
resistencia a insectos y hongos, tolerancia a
herbicidas y las mejoras relacionadas con la
capacidad de crecer en suelos marginales, ex-
hibiendo resistencia o tolerancia a los estreses
bidticos y abidticos (como sequias, heladas,
inundaciones, alta salinidad, etc.). El primer
arbol transgénico fue un alamo con resisten-
cia a insectos (*Filatti et al, 1987), utilizando
los genes Cry de Bacillus thuringiensis, que se
emplean para cultivos agricolas, utiles para va-
rias plagas forestales. Se han introducido en
alamos, pinos, abeto, nogal, alerce y otras es-
pecies forestales. La resistencia a hongos fue
obtenida en alamos que expresan genes de
quitinasas como e Ac-AMP 1.2 y ESF 12 (Liang
et al. 2002). La resistencia a herbicidas (glifo-
sato) se obtuvo en alamo, Picea y Pinus. En
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el caso de la resistencia o tolerancia a estrés
abiotico, se han logrado transformar arboles
tolerantes a salinidad (gen codA de la enzima
colina oxidasa de Arthrobacter globiformis en
Eucalyptus camaldulensis), tolerantes a suelos
acidos y sequia (gen DREB1A de Arabidopsis
thaliana en hibridos de Eucalyptus grandis x E.
urophylla).

La modificaciéon de la floracion ha sido tam-
bién blanco de la modificacién genética. Al con-
trario de las especies herbaceas y anuales, los
arboles no han sido totalmente domesticados
y, por consiguiente, tienen parientes silvestres
con los que pueden ser interfértiles; ademas,
son especies longevas, producen cantidades
copiosas de polen y semillas que se diseminan
a menudo por el viento a distancias considera-
bles. Por lo tanto, para liberar en forma segu-
ra arboles transgénicos, es necesario evitar el
riesgo de dispersion del transgén en el ambien-
te. Se ha logrado la esterilidad reproductiva en
forma genética, utilizando el gen PTD, aislado
de Populus tricocharpa, que genera ablaciéon
citotoxica de estructuras florales unicamente
(Shepard 1997).

En cuanto a la utilizacion de plantaciones
forestales para fitorremediar, se han ensayado
diferentes estrategias para aumentar la capaci-
dad de absorcion de las raices. Se han trans-
formado hibridos de Populus usando un gen de
mamiferos del citocromo P450, para detoxificar
tricloroetileno (TCE) y otros compuestos halo-
genados; se han transformado callos embrio-
génicos de Liriodendron tulipifera con un gen
modificado de la enzima bacteriana mercurico
reductasa (gen merA) (Che et al., 2003) y se
han modificado hibridos de alamo (Populus
alba x P. glandulosa) sobreexpresando un gen
de fitoquelatinas (péptidos que unen metales
en hongos y plantas), para la eliminacion de
cadmio.

Arboles transgénicos en America latina

En algunos paises de América Latina se es-
tan desarrollando proyectos de transformacion
genética de arboles para su comercializacion.
En Chile, a través de un proyecto conjunto del
sector privado en acuerdo con la Universidad,
se esta tratando de obtener pinos resistentes
a la mariposa del brote. Investigadores brasi-

lefios han participado en el desarrollo de ala-
mos y eucaliptos transgénicos en conjunto con
Francia y USA. Por otro lado, en ese pais, em-
presas del sector privado de la industria del pa-
pel estan desarrollando eucaliptos con la canti-
dad de lignina modificada. En México se estan
ensayando nuevos genes involucrados en la
modificacion de la madera para incrementar
el crecimiento en Pawlonia sp. En Argentina,
tanto el INTA como la UNLP han iniciado pro-
yectos de modificacion genética de clones de
alamos para modificar la lignina, para toleran-
cia a herbicidas y resistencia a insectos.

Conclusiones

La modificacién genética en el sector fores-
tal es mucho mas que una cuestion técnica; se
han de tener en cuenta los valores sociocultu-
rales y los multiples usos de los bosques y es
necesaria la aceptacion de la opinién publica.
Se necesitan protocolos fiables, experimen-
tados y convenidos para evaluar los riesgos
relacionados con los arboles forestales modi-
ficados genéticamente, pero la evaluacion del
riesgo en cultivos de tan larga duracién plantea
algunos problemas. En consecuencia, el desa-
rrollo, ensayo y aprobacion de los arboles fo-
restales modificados genéticamente para una
utilizacién mas generalizada puede sufrir un
costo elevado y exigir plazos muy largos.

En conjunto, la manipulacion genética en el
sector forestal se realiza en al menos 35 pai-
ses, aunque segun la *FAO (2004) en la ma-
yoria de los casos se trata de experimentos
de laboratorio, con tan solo algunas pruebas
sobre el terreno y se limitan esencialmente a
las especies Populus, Pinus, Liquidambar y
Eucalyptus. El ultimo informe de China ante
la Comisién Internacional del Alamo reporté
el establecimiento de plantaciones de arboles
genéticamente modificados, habiendo sido au-
torizada la comercializacion de Populus nigra
y de 741 lineas hibridas transformadas con
los genes de resistencia a insectos. Es impor-
tante tener en cuenta que si se decide liberar
comercialmente arboles forestales modificados
genéticamente, es condicion el empleo de ma-
teriales con reproduccion controlada (estériles,
de propagacion vegetativa o con produccion
reducida de polen). La madera es vital para la
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economia mundial pero la presion del desa-
rrollo humano y el crecimiento de la demanda
estan contribuyendo a la degradacion de los
ecosistemas forestales naturales, creando un
dilema sobre el futuro de estos recursos. La
modificacion genética y otras biotecnologias,
pueden tener una funcion de importancia en
las plantaciones forestales.
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V. CAPITULO 6

Técnicas de Ingenieria Genética
para conferir resistencia a virus
en plantas

M del Vas; AJ Distéfano;
C Rovere Vazquez; HE Hopp

Las enfermedades de las plantas causan
la pérdida de aproximadamente el 15% de la
produccién agricola mundial. En particular, las
infecciones virales producen perjuicios econo-
micos significativos de manera directa, a tra-
vés de una disminucion del rendimiento por
efecto de la enfermedad e indirecta, y a través
de un incremento en los costos debido a la uti-
lizacion de semilla libre de virus (por ejemplo
en plantas de propagacion clonal como papa,
ajo y batata). Por otro lado, la exportacién de
ciertos productos se ve restringida debido a las
limitaciones internacionales impuestas a la ex-
portacién de materiales fuera de las tolerancias
fitosanitarias y de calidad permitidas.

Clasicamente las enfermedades virales en
plantas se controlan mediante distintas estra-
tegias como el mejoramiento genético, el uso
de semillas libres de virus, la rotacion de culti-
vos Y la técnica de proteccion cruzada (que se
describe brevemente mas adelante).

Desde 1983, con las primeras obtenciones
de plantas de tabaco y petunia transgénicas,
se publicaron un gran nimero de trabajos de-
tallando la transferencia de genes foraneos a
una cantidad creciente de especies de plantas.
La ingenieria genética permite incorporar en
las plantas nuevos caracteres de interés agri-
cola en forma horizontal, evitando asi el traspa-
so de caracteres indeseables. De esta forma,
la variedad transgénica adquiere un caracter
nuevo al tiempo que mantiene intactos el fon-
do genético y el potencial productivo original,
lo que permite encarar el mejoramiento rapido
de cultivares ya utilizados por el agricultor. Los
transgenes introducidos pueden provenir de
otras variedades de la misma especie vege-
tal, de plantas de otras especies sexualmente
incompatibles e incluso de organismos perte-
necientes a otros reinos incluyendo animales y
microorganismos.

En sentido amplio existen dos formas de
modificar plantas por ingenieria genética de
manera de conferirles resistencia a virus: des-
encadenar resistencia mediante la expresion
de secuencias genomicas derivadas del pro-
pio virus al que se desea combatir (llamada
resistencia derivada del patégeno o PDR) o,
desencadenar resistencia mediante la expre-
sion de genes no-virales que poseen actividad
antiviral. Ambas estrategias se describiran a
continuacion. (Recientemente se ha publicado
una interesante recopilacion sobre el tema, ver
Prins, et al. 2008 en Lecturas Recomendadas).

Resistencia a virus conferida por

secuencias virales

La prevencién del desarrollo de enfermeda-
des virales utilizando genes derivados del pato-
geno fue propuesta por primera vez a comien-
zos del siglo XX, cuando se demostrd que las
plantas de tabaco podian ser protegidas frente
a la infeccion con una cepa severa del virus
del mosaico del tabaco (TMV, Tobacco mosaic
virus) si, previamente, se las habia inoculado
con una cepa menos virulenta del mismo virus.
Este tipo de estrategia, comunmente denomi-
nada “proteccion cruzada”, ha sido empleada
para varios cultivos de importancia econémica,
incluyendo tomate, papaya, citricos, etc. En
1985, dos investigadores propusieron que la
expresion de ciertos genes del patdogeno en un
hospedante alteraria el balance normal de los
componentes virales y predijeron que esto con-
duciria al impedimento de la replicacion o del
movimiento del virus dentro de la planta mas
alla de la primera célula infectada.

Proteccién debida a la expresioén de la

proteina de capside viral (CP)

Las primeras plantas transgénicas con resis-
tencia a virus se obtuvieron en 1986 mediante
la expresion del gen que codifica la capside de
TMV. Utilizando esta estrategia se lograron ob-
tener plantas resistentes a virus pertenecientes
a casi todos los géneros de virus de plantas,
principalmente en tobamo-, potex- y alfamovi-
rus (Tabla 1).

En general, las plantas protegidas muestran
un retardo temporal del desarrollo de sintomas,
una atenuacién en la sintomatologia caracte-
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Tabla 1: Ejemplos de resistencia a virus mediante la expresién de la proteina de capside (CP) o nucleocap-

side (Gen N) viral en plantas transgénicas.

Géneros de virus transgén Virus Especies vegetales

Tobamovirus CP TMV; ToMV; AIMV tabaco; tomate
Potexvirus CP PVX; CyMV; WCIMV tabaco
Potyvirus CP PVY; TEV; PRV; PPV PPV; tabaco; papa; papaya; maiz
MDMV; SMV; WMV lI;
ZYMV
Carlavirus CP PVS tabaco; papa
Luteovirus CP PLRV papa
Comovirus CP SLRSV tabaco
Nepovirus CP ArMV tabaco
Tobravirus CP TRV tabaco
llavirus CP TSV tabaco
Geminivirus CP TYLCV tomate
Tospovirus Gen N TSWV; INSV; TCSV; GRSV tabaco

Los acronimos utilizados (en orden alfabético) son: AIMV: Alfalfa mosaic virus; ArMV: Arabis mosaic virus;
CMV: Cucumber mosaic virus; CyMV: Cymbidium mosaic virus; GRSV: Groundnut ringspot virus; INSV:
Impatiens necrotic spot virus; MDMV: Maize dwarf mosaic virus; PLRV: Potato leaf roll virus; PPV: Plum
pox virus; PRV: Papaya ringspot virus; PVS: Potato virus; PVX: Potato virus X; PVY: Potato virus Y; SMV:
Soybean mosaic virus; SSLRSV: Strawberry latent ringspot virus; TCSV: Tomato chlorotic spot virus; TEV:
Tobacco etch virus; TMV: Tobacco mosaic virus; ToMV: Tomato mosaic virus; TRV: Tobacco rattle virus;
TSV: Tobacco streak virus; TSWV: Tomato spotted wilt virus; TYLCV: Tomato yellow leaf curl virus; WCIMV:
White clover mosaic virus; WMV II: Watermelon mosaic virus Il; ZYMV: Zucchini yellow mosaic virus.

ristica de cada virus, una menor cantidad de
sitios de infeccion y un menor titulo viral. Se
demostré que hay una correlacion entre la re-
sistencia y el nivel de expresién de la proteina
de la capside, que la proteccion actua a nivel
celular y es superada por altas dosis de in6-
culo (viriones). En algunos casos es superada
por inoculacién con ARN viral. La proteccion
es mas efectiva para el virus homdlogo al que
dio origen al transgén. Sin embargo, abarca
también a virus y cepas relacionadas aunque
la eficiencia se va reduciendo a medida que la
relacion filogenética se hace mas lejana y dis-
minuye la identidad entre la secuencia expre-
sada en la planta transgénica y la secuencia
del virus desafiante.

Las plantas transgénicas que expresaban el
gen de capside del virus TMV resultaron resis-
tentes a la inoculacién con particulas virales
de TMV pero la resistencia era sobrepasada
si se las inoculaba con ARN viral infectivo. Se
postulé entonces que la proteccion se debia a
la inhibicién del desnudamiento viral en las cé-
lulas infectadas inicialmente. Varias lineas de
evidencia apoyan esta hipotesis. Por ejemplo
si se inoculan protoplastos derivados de plan-
tas transgénicas que expresan la CP de TMV
o plantas no transformadas con pseudovirio-
nes de TMV que contienen ARNm que codifica
para la proteina indicadora beta-glucuronidasa
(GUS), se observa que hay una marcada dis-
minucion de la actividad GUS en los proto-
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plastos derivados de las plantas transgénicas
probablemente debida a la falla en el desnu-
damiento de los viriones. Mas adelante se de-
mostrdé que las proteinas de capside mutage-
nizadas de forma que carecen de la habilidad
de auto-agregarse no son capaces de conferir
proteccion frente a TMV, y que las proteinas
mutadas capaces de interactuar con si mismas
con afinidad mas alta conferian mayor protec-
cion que la proteina de capside salvaje. Es de-
cir se establecié una relacion directa entre el
nivel de agregacion de la proteina de capside y
el nivel de proteccion frente a TMV. Posterior-
mente se demostré que el estado de agrega-
cion de las proteinas de capside de TMV en las
plantas transgénicas correlaciona con el nivel
de resistencia observado. Estos resultados su-
gieren que la resistencia por expresion de la
capside viral (CP) estaria mediada por deter-
minadas configuraciones de la estructura cua-
ternaria de la capside mas que por la expresion
de la subunidad de capside en la transgénica
per se. Se propuso que el grado de regulacion
de la replicacion viral por las agregados de la
capside en la planta transgénica determina el
grado de resistencia mediada por la CP. Si bien
estos trabajos apoyan la hipotesis de que en
las plantas transgénicas para CP hay una inhi-
bicion en una etapa temprana de la infeccion,
no se puede descartar que ademas, la expre-
sion de proteina de capside, impida o modifi-
que etapas mas tardias de la infeccion. Si se
injerta una porcion de planta transgénica que
muestra proteccion mediada por capside entre
una base y un apice no transgénicos y se ino-
cula la planta injertada en la base no transgéni-
ca, se observa que el virus no puede moverse
hacia el apice, es decir que no puede atravesar
la zona transgénica protegida. Sin embargo, la
supresion del movimiento vascular involucra
también el empaquetamiento y desnudamiento
viral, y cabe la posibilidad de que la supresion
del movimiento vascular sea una consecuencia
secundaria de la inhibicion del desnudamien-
to viral en las plantas expresando proteina de
capside.

Otro caso muy estudiado es el del virus PVX
de la papa. Las plantas transgénicas para la
capside de PVX resultan protegidas ante la
inoculacion con virus o con ARN viral. Se pos-

tula que la proteina de capside se une al ori-
gen de ensamblado localizado en el extremo 5°
del ARN viral, suprimiendo de esta manera la
traduccion de la replicasa viral (cuyo gen esta
localizado en el mismo extremo). También es
posible que inhiba el movimiento de PVX de
célula a célula ya que la proteina de capside
es un cofactor esencial de la traslocacion sis-
témica.

Como se desprende de los dos ejemplos
descriptos, el mecanismo de proteccion media-
do por la proteina de capside no es unico, y es
particular para cada sistema virus-planta.

Ademas de obtenerse resistencia a virus
mediante la expresion de proteinas de capsi-
de (CP) virales, se logré obtener resistencia a
virus mediante la expresion en plantas trans-
génicas de otras proteinas virales tales como
la replicasa viral (REP) o de la proteina de mo-
vimiento viral (MP).Ambas estrategias se des-
criben a continuacion.

Proteccion debida a la expresién de la
replicasa viral (REP) o de la proteina de
movimiento viral (MP)

La resistencia mediada por la replicasa viral
es la segunda aplicacion mas avanzada en el
uso de genes derivados del patégeno para la
obtencion de plantas resistentes a virus. Esta
resistencia fue primero demostrada en plantas
de tabaco que expresaban el gen de la replica-
sa de TMV (género tobamovirus) y luego ob-
servada para diferentes familias de virus que
incluyen los tobravirus, potex-, poty-, alfamo-,
cucumo- y luteovirus entre otros. Los genes de
replicasa viral confieren resistencia tanto a in-
fecciones producidas por el ARN viral o por el
viridon y se ha demostrado que dan lugar a una
resistencia muy efectiva y estable. Entre los
ejemplos de resistencia mediada por replicasa
viral se encuentra el uso de genes que poseen
deleciones, modificaciones de secuencia, ge-
nes truncados y genes completos sin modificar.
Existen ejemplos en los cuales la expresion de
la proteina de replicasa es fundamental en el
fenotipo resistente y ejemplos en los cuales la
resistencia podria ser mediada por el ARN de
la replicasa viral por lo que se ha sugerido que
no hay un unico mecanismo involucrado en
la resistencia inducida por replicasa. Los me-
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canismos de resistencia mediada por ARN se
describen mas adelante en éste capitulo.

Por ultimo, la expresién de proteinas de mo-
vimiento disfuncionales o mutantes fue reporta-
da como capaz de conferir una resistencia mas
amplia comparada con la resistencia mediada
por CP o REP. Por el contrario, la expresion
de proteinas MP sin modificar, por lo general,
aumentan la infeccién viral. El mecanismo pos-
tulado en este caso implica la existencia de do-
minios funcionales compartidos por MPs de di-
ferentes virus. Estos dominios podrian compe-
tir por factores celulares comunes requeridos
para el movimiento y en consecuencia impedir
el progreso de la infeccion de estos virus.

Mecanismo de proteccion debida al

desencadenamiento de resistencia

mediada por ARN

En 1992 se demostrd, por primera vez, que
se podia obtener resistencia a virus mediante
la expresion de un ARNm de capside viral no
traducible, es decir no era necesaria la expre-
sion de la proteina codificada por el transgén.
A partir de entonces se publicaron numero-
sos trabajos profundizando la caracterizaciéon
de este tipo de resistencia a virus, llamada en
sentido amplio “resistencia mediada por ARN”.
Las plantas que muestran este tipo de resisten-
cia presentan un fenotipo de inmunidad que se
caracteriza porque no hay replicacion viral de-
tectable, no hay diseminacion viral dentro de la
planta y no hay sintomas debidos a la enferme-
dad o un fenotipo de recuperacién que se ca-
racteriza, éste ultimo, por una infeccion inicial
(con produccion de sintomas) seguida por un
crecimiento posterior resistente a la infeccion y
asintomatico. En cualquiera de los dos casos,
y a diferencia de lo que ocurre en la protec-
cion mediada por la expresion de proteinas de
capsides virales, las plantas son solamente re-
sistentes a la infeccion producida por virus es-
trechamente relacionados con el virus que dio
origen al transgén. El analisis de estas plan-
tas a nivel molecular demostré que en general
contienen copias multiples del transgén y que
si bien presentan un alto nivel de transcripcién
en el nucleo, los niveles estables del ARNm
del transgén en el citoplasma son muy bajos.
Usualmente se observa ademas metilacion de
la region codificante del transgén.

En el ano 1993 se correlacioné por primera
vez la resistencia mediada por ARN con el fe-
nomeno de cosupresion y se propuso que el
ARN viral (o el enddégeno en la cosupresion)
era degradado en forma inducible y especifi-
ca por un mecanismo desencadenado por la
expresion del ARN del transgén. Este proceso
que se llamé silenciamiento post transcripcio-
nal de genes (PTGS) se describié por primera
vez en plantas, pero se ha encontrado también
en hongos (donde se denomina “quelling”) y
animales como nematodos, moscas o mami-
feros (donde se denomina interferencia media-
da por ARN). Brevemente, el PTGS puede ser
desencadenado eficientemente por transgenes
nucleares que dan lugar a transcriptos con es-
tructura de ARN de doble cadena (ARNdc) o
que expresan altos niveles o niveles aberrantes
de transcriptos. En plantas también puede ser
desencadenado por la replicacion de virus que
generalmente produce intermediarios replicati-
vos de ARNdc por lo que se concluyé que esta
estrategia de resistencia mediada por ARN pro-
grama un mecanismo de resistencia antiviral
preexistente. Una vez desencadenado el pro-
ceso, los intermediarios que contienen ARNdc
son reconocidos por una nucleasa especifica
de ARNdc que los procesa en fragmentos de
ARNs pequenos (llamados pequenos interfe-
rentes -“small interfering”- siARN) de ambas
polaridades y de 21 y 24 nt de longitud. A su
vez, se postula que los siARN actuan como
guias para dirigir la maquinaria de degradacion
de ARN contra todo aquél ARN con homologia
a la secuencia desencadenante. Un aspecto
a destacar es que el silenciamiento mediado
por ARN es desencadenado localmente y lue-
go transmitido a toda la planta via una sefial
de silenciamiento mévil. Si bien se desconoce
por el momento la naturaleza de la sefial, se
postula que ésta contiene un componente de
acido nucleico que explicaria la especificidad
de secuencia del mecanismo de degradacion y
un componente proteico.

Utilizando los conocimientos que se fueron
acumulando sobre el mecanismo de la protec-
cion mediada por ARN, se han disefiado y uti-
lizado construcciones genéticas que contienen
secuencias repetidas invertidas (IR) de trans-
genes virales. La transcripcion da lugar a lar-
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gos ARNdc que son muy eficientes precurso-
res de siARNs. De esta manera se ha logrado
aumentar el porcentaje de plantas silenciadas
y por lo tanto la efectividad de la estrategia de
resistencia mediada por ARN. Mientras que
las estrategias clasicas que utilizan construc-
ciones con transgenes simples en orientacion
sentido o antisentido dan lugar a un 5 al 20%
de plantas transgénicas resistentes, utilizando
construcciones de transgenes IR se obtienen
mas del 90% de las plantas transgénicas resis-
tentes. Utilizando IRs fue posible desencade-
nar resistencia mediada por ARN en diferentes
familias de virus. Se ha demostrado previa-
mente que este mecanismo de resistencia no
es efectivo ante virus cuya secuencia difiera en
mas de un 10% respecto de la secuencia del
transgén. Con el objetivo de obtener una resis-
tencia mas amplia, se fusionaron fragmentos
de 150 pb de secuencias virales pertenecien-
tes a cuatro tospovirus en una simple construc-
ciéon IR quimérica obteniendo con esta estrate-
gia una alta frecuencia de plantas transgénicas
con resistencia multiple.

Dado que el PTGS es un mecanismo de
defensa antiviral en plantas, resulta espera-
ble que se haya seleccionado en los virus de
plantas la capacidad de contrarrestar a este
mecanismo. Congruentemente con esta espe-
culacion, se encontré que varios virus de plan-
tas codifican proteinas supresoras del PTGS.
Luego de una busqueda exhaustiva de supre-
sores de silenciamiento en una gran cantidad
de virus de plantas, se concluyd que practica-
mente todos los virus llevan supresores de si-
lenciamiento, que los genes que los codifican
tienen secuencias y origen evolutivo diverso, y
que los distintos supresores actuan inhibiendo
el silenciamiento a distintos niveles. Algunos
como la proteina HC-Pro codificada por los po-
tyvirus previenen la acumulacion de los siARN,
pero no eliminan la sefial movil que propaga
el silenciamiento. Otros supresores, como la
proteina p25 del virus PVX interfieren con la
sefal de propagacién sistémica, y finalmente
otros, como el codificado por el virus del acha-
parramiento del tomate (TBSV), suprimen el si-
lenciamiento sélo en las nervaduras. Incluso se
han encontrado en virus animales supresores
de silenciamiento que son funcionales en plan-

tas. Es interesante destacar que varios de los
supresores de silenciamiento virales descrip-
tos habian sido previamente caracterizados
como proteinas responsables de la sintomato-
logia, del movimiento viral y/o del fenémeno de
sinergismo en la virulencia combinada de dos
0 MAas virus.

La posibilidad de la supresion del silencia-
miento por parte de un virus que coexista con
las plantas transgénicas protegidas por el me-
canismo de silenciamiento génico debe ser
tomada en cuenta ya que la infeccién de una
planta silenciada con un virus heterdlogo que
lleva un supresor de silenciamiento puede dar
lugar a la reversion del silenciamiento tornan-
dola susceptible a la infeccidn viral. Resulta im-
portante entonces estudiar qué virus coinfectan
un mismo hospedador en condiciones natura-
les y en lo posible utilizar plantas transgénicas
con resistencia a ambos virus. En forma ana-
loga a la estrategia descripta anteriormente es
posible disefiar construcciones incorporando
distintas secuencias virales pequenas y con-
servadas correspondientes a los distintos virus
contra los que se quiere obtener resistencia.

Recientemente, ha surgido una variante al-
ternativa para la obtencion de resistencia a
virus mediada por ARN: el uso de microARNs
(miARNSs). Los miARNs son ARNs endbégenos
pequenos que regulan la expresion de ge-
nes en plantas y animales. En plantas, estos
miARNSs de 21 nucléotidos se procesan a par-
tir de regiones de “stem loops” de transcriptos
primarios largos que luego se acoplan a com-
plejos de silenciamiento donde en general diri-
gen la degradacion especifica de ARNs men-
sajeros complementarios a una de las cadenas
del miARN. Se ha demostrado que se pueden
realizar cambios en la secuencia de 21 nt del
miARN sin alterar la biogénesis o la madura-
cion del pre-miARN. Esto condujo a la idea de
redisefiar miARNs de manera que tengan como
blanco genes imprescindibles para la replica-
cion del virus que se desea controlar. De esta
manera se han obtenido plantas transgénicas
resistentes a virus por expresion de miARNs
artificiales (amiARNSs) en plantas. Un grupo de
investigadores modific6 un miARN de Arabi-
dopsis (el miR159) de manera de dirigirlo hacia
los supresores de silenciamiento virales P69
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del Turnip yellow mosaic virus y HC-Pro del
Turnip mosaic virus y demostraron que plantas
de Arabidopsis que expresan estos amiARNs
son respectivamente resistentes a estos vi-
rus. De manera similar, otro grupo de trabajo
disend un amiARN basado en el miR171 de ta-
baco dirigido al supresor de silenciamiento 2b
del CMV y observo una correlacién entre los
niveles de expresion del miARN artificial y el
nivel de resistencia al virus obtenido. Asimis-
mo los autores compararon esta estrategia con
la estrategia clasica de expresion de un “hair-
pin” de dcARN dirigida a esta misma secuen-
cia y demostraron que la estrategia basada en
el miARN artificial fue mas efectiva, tanto en
plantas transgénicas como en ensayos de ex-
presion transiente.

Las ventajas de usar amiARNs con respecto
a usar las construcciones de dcARN que des-
encadenen silenciamiento son 1) el mecanismo
de resistencia mediado por miRNA en general
no es sensible a la temperatura (hay excepcio-
nes). Se ha demostrado en cambio, que el si-
lenciamiento mediado por dcARN es inhibido
a temperaturas menores a 15 °C en Nicotiana
benthamiana. 2) en el caso de los amiARNs
las secuencias virales que se expresan en las
plantas transgénicas son de menor tamafno que
en las estrategias clasicas de silenciamiento.
Esto es relevante dado que en las estrategias
de resistencia mediada por dcARN se genera
una poblacién de siARNs con una gran can-
tidad de blancos potenciales enddgenos. En
cambio, en el caso de los amiRNAs los blancos
potenciales son menores y pueden ser elegi-
dos a priori con precision. Sin embargo, esta
ultima caracteristica puede al mismo tiempo
ser una desventaja, ya que se esperaria una
durabilidad menor ya que un cambio en unos
pocos nucledtidos del virus desafiante podria
sobrepasar la resistencia desencadenada por
un amiARN.

Un aspecto interesante a recalcar es que
debido a que el mecanismo de silenciamiento
implica una muy baja acumulacién del ARN de-
rivado del transgén y una nula acumulacién de
proteinas, este tipo de estrategia resulta atrac-
tiva desde el punto de vista de la evaluacion de
riesgos en cuanto a la bioseguridad de estos
OGMs, en contraposicion de la sobre-expre-
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sion de genes que interfieran con el ciclo de
multiplicacion viral (como es el caso de la cap-
side u otras proteinas virales). Esto se debe a
que la baja acumulacién de ARN transgénico
minimiza las posibilidades de una potencial
recombinacion homologa con ARN de origen
viral infectante. Por otro lado, la ausencia de
la proteina codificada por el transgén minimiza
drasticamente el analisis de riesgo alimentario
del OGM vy evita el riesgo de transcapsidacion
de otros virus en el caso en que el transgén
codifique para la proteina de capside viral fun-
cional.

Resistencia a virus conferida por genes

no virales

Ademas de la resistencia derivada del pato-
geno (PDR), en los ultimos afios se han explo-
rado estrategias alternativas para lo obtencién
de plantas transgénicas con resistencia a en-
fermedades virales. Entre ellas, las mas promi-
sorias son la expresion de anticuerpos antivi-
rales en plantas o “plantibodies” y la expresién
de proteinas que interfieren con la transmision
del virus por insectos vectores. Ambas estrate-
gias se discutiran por separado mas adelante.
Otras alternativas involucran la expresiéon de
genes de resistencia contra virus en especies
diferentes de las cuales fueron aislados origi-
nalmente. Por ejemplo, la incorporacion del
gen N de tabaco en plantas de tomate confiere
resistencia al Tabacco mosaic virus (TMV) y la
incorporacion del gen Sw5 de tomate en plan-
tas de tabaco confiere resistencia a tospovirus.
Otro enfoque promisorio es generar resisten-
cia mediante el silenciamiento de genes de la
planta esenciales para el ciclo de vida viral.
En una reciente publicacién, el silenciamiento
por ARN interferente de los genes NfTOM1 y
NtTOM3 (esenciales para la multiplicacion de
los tobamovirus) en Nicotiana tabaccum dio
como resultado la inhibicion de la multiplicacién
del Tomato mosaic virus y otros tobamovirus,
pero no afectd el crecimiento de las plantas.
Otras estrategias incluyen el uso de la enzima
2’-5’- oligoadenilasa sintetasa de mamiferos
en plantas, y de inhibidores naturales y espe-
cificos de la replicacion viral como la expresién
de la proteina inactivadora de ribosomas (PAP)
de Phytolacca americana (“pokeweed” en in-
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glés). La expresion de PAP en plantas de papa
y tabaco transgénicas las protege frente a una
variedad de virus, ya sea que éstos fueran ino-
culados mecanicamente o por afidos vectores.
En los ultimos afos se encontraron o redise-
Aaron varios tipos menos téxicos y formas no
téxicas de estas proteinas las que, expresadas
en plantas transgénicas, confieren resistencia
a virus sin producir el efecto de la inactivaciéon
de los ribosomas. Por otro lado, se estudio la
actividad antiviral de la proteina IRIP (proteina
RIP obtenida de bulbos de iris), una ARN-N-gli-
cosidasa, en plantas transgénicas de tabaco,
observandose una reduccion significativa de
las lesiones producidas por el virus TMV con
respecto a las plantas control.

Expresion de anticuerpos en plantas

transgénicas

A pesar de que las plantas no sintetizan anti-
cuerpos, la expresion de anticuerpos en plantas
transgénicas es una estrategia prometedora
para obtener resistencia a virus. La conserva-
cion de la estructura y afinidad de los mismos
hacia una determinada proteina viral seria su-
ficiente para interrumpir funciones esenciales e
impedir, en consecuencia, la replicacién viral.

Para que la estrategia sea efectiva es indis-
pensable lograr altos niveles de expresion de
los anticuerpos en el compartimiento celular
donde ocurre la replicacion viral. En los ultimos
anos se han desarrollado protocolos sencillos
para la seleccion de buenos anticuerpos, que
incluyen la selecciéon de anticuerpos monoclo-
nales usando las tecnologias de hibridoma y
genotecas utilizando la técnica de exhibicion
de epitopes en bacteriéfagos o “phage display’.
En este sentido la obtencion de bibliotecas de
anticuerpos de cadena unica (scFv) sintéticos,
han impulsado la aplicacion de esta estrategia.

En 1993 se demostré por primera vez que
la expresion constitutiva de un anticuerpo de
cadena unica (scFv) dirigido contra la proteina
de capside del Artichoke mottled crinkle virus
causaba una reduccion en la susceptibilidad al
virus, que se ponia de manifiesto por una baja
en la incidencia de la infeccidon y un retraso en
la aparicién de los sintomas. En 1996 se expre-
s6 un anticuerpo monoclonal de cadena unica
(scFv) contra la proteina de capside del Beet

necrotic yellow vein virus en Nicotiana bentha-
mianay en el 2000, se mostrd que la expresion
de la cadena Fv contra la proteina de capside
del virus TMV en la membrana plasmatica de
plantas de tabaco transgénicas, conferia resis-
tencia al virus.

Otra variante de la misma estrategia consis-
te en el uso de scFvs dirigidos contra proteinas
que no forman parte de la capside viral y jue-
gan un rol importante en la replicacién, como
la replicasa viral. Usando scFvs obtenidos con-
tra la RNA polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) del Tomato bushy stunt virus (TBSV),
se obtuvieron plantas de N. benthamiana con
altos niveles de resistencia no solo contra el
TBSYV, sino también contra otros miembros de
la familia Tombusviridae como el Red clover
necrotic mosaic virus, el Cucumber necrotic
virus y el Turnip crincle virus. Recientemente
se demostrd que altos niveles de expresion en
plantas de papa de un scFv dirigido contra la
proteasa Nla de PVY daba proteccion comple-
ta contra PVY.

Por lo tanto, la expresion de anticuerpos di-
rigidos contra proteinas virales esenciales ha
demostrado ser una alternativa interesante
para obtener resistencia a virus.

Expresion de proteinas que interfieren

con la transmision viral por parte de

insectos vectores en plantas

transgénicas

La toxina BT de Bacillus thuringiensis ha
sido muy efectiva para el control de insectos
coleopteros y lepiddpteros pero hasta el mo-
mento, no ha sido efectiva para controlar a
los insectos que se alimentan del floema que
pertenecen al grupo de los hemipteros. Este
grupo de insectos, entre los que se encuentran
los saltamontes (“leafhoppers”) y las chicha-
rritas (“planthoppers”), causan grandes dafos
de manera directa durante su alimentacién y
principalmente porque son transmisores de
virus. Se ha demostrado que la expresiéon de
lectinas en plantas confiere resistencia a este
tipo de insectos. En particular, la expresién de
la lectina GNA en floema de arroz en plantas
transgénicas les confiere resistencia a la chi-
charrita Nilaparvata lugens que transmite entre
otros a los virus Rice black streaked dwarf vi-

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal I| 453



rus, Rice tungrovirus y Rice ragged stunt virus.
Una estrategia similar se utilizé exitosamente
para controlar otro tipo de insectos como los
afidos: la expresién de ciertas lectinas de ajo
en el floema de Arabidopsis disminuye la capa-
cidad reproductiva del &fido Myzus nicotianae.

Una estrategia alternativa para obtener plan-
tas resistentes a virus de manera indirecta se
basa en la utilizacion de proteinas insecticidas
del tipo de la PAD4. Esta proteina se expresa
naturalmente en altos niveles durante la infec-
cion de Arabidopsis por el &fido Myzus persicae
y modula un mecanismo enddégeno de defen-
sa. La expresion de esta proteina en el floema
de plantas transgénicas causa la disminucién
del tiempo de alimentacién y en el tamafo de
las poblaciones del afido.

Una tercera estrategia se basa en la expre-
sion de proteinas de insectos en el floema de
plantas transgénicas. Por ejemplo se ha de-
mostrado que el Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) evita su destruccién dentro de la he-
molinfa de la mosca blanca que lo transmite
mediante una interaccion estrecha con la pro-

teina del insecto GroEL. Se ha demostrado que
plantas de tomate que expresan la proteina
GroEL en el floema son resistentes al virus. Se
espera que esta estrategia cobre mayor impor-
tancia a medida que se vayan identificando las
funciones de las distintas proteinas de insectos
en su relacién con la transmision de virus.

Plantas transgénicas con resistencia a
virus cultivadas comercialmente, o en
etapas avanzadas de experimentacion

En los ultimos afos se ha autorizado el cul-
tivo comercial y consumo de una variedad de
plantas transgénicas con resistencia a virus
basada en alguno de los mecanismos descrip-
tos (Tabla 2).

Existe otro grupo muy importante de plan-
tas transgénicas con resistencia a virus que
se encuentran en etapas avanzadas de expe-
rimentaciéon o de pruebas piloto a campo. Es
interesante constatar que los paises en vias
de desarrollo han adoptado esta tecnologia y
trabajan activamente en la obtencion de plan-
tas de cultivos de interés local con resistencia
a virus (Tabla 3).

Tabla 2: Plantas transgénicas con resistencia a virus autorizadas para su comercializacion. (fuente AG-

Bios: http://www.agbios.com/dbase.php)

Cultivo Evento Transgén Paises
Ciruela C5 PPV Capside EEUU
Papaya 55-L63-1 PRSV Capside Canaday EEUU
Papa RBTM21-129 PLRV Replicasa Australia, Canada
21-350 Japon, Corea,
22-082 Filipinas, México
y EEUU ’
RBMT15-1001 PVY Capside Australia, Canada
SEMT15-02 Japon, Corea,
SEMT15-15 Filipinas, México
y EEUU
Zapallo ZW20 WMV, ZYMV Capside Canaday EEUU
CZW-3 CMV, WNI, ZYMV Capside Canada y EEUU

Los acronimos utilizados fueron: CMV: Cucumber mosaic cucumoviru s; PRSV: Papaya
ringspot potyvirus ; PLRV: Potato leafroll luteovirus ; PPV: Plum pox virus ; PVY: Potato
virus Y; WMV-2: Watermelon mosaic virus 2; ZYMV: Zuchini yellow mosaic potyvirus.
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Tabla 3: Plantas transgénicas con resistencia a virus en etapas avanzadas de experimentacion en labora-
torio (e), pruebas piloto a campo (c) o comercializacion (co) en paises en vias de desarrollo (fuente: FAO.
Bio.Dec www.fao.org/biotech/inventory _admin/dep/default.asp).

Cultivo

Aji

Aji pimiento

Algodon

Arroz

Arveja

Banana

Batata
Cana de azucar

Chaucha

Citricos

Garbanzo

Maiz

Mani

Melén

Nuez mocada
Papa

Papaya

Pepino

Pimienta

Pimienta picante
Pimienta dulce

Poroto

Repollo
Tabaco

Trigo

Tomate

Uva
Zapallo

Zuchini

Virus

CMVy TMV
CVbMV

PVY
CMV y TMV

CLCcV
CYDV
Vigna mungo virus
Tungro virus

RRSV
RDV
RTV

BGMV
BTV
SPFMV

SCMV'y Yellow virus
SCMV

ABMV
AMV
FBNYV
Trist eza virus
CPsV
CVpD
CABMV

VMYMV
MSV

MRCV
PStv
IPCV

CMvV
ZYMV

Stripped virus

PVY

PLRV
PVY, PLRV
PVX, PVY

PMV
PRSV

RV
RSV
PRV

ZYMV
CMV -CGMMV

cMV
CVBMV , pepLCV

CMVy TMV
CMV
Virus R
BGMV
TuMV

TSWVy PVY
PVY
TMV
BYDV

YMV

WYDRV

Geminivirus y Tospovirus
Geminivirus
CMV
TYLCV

ToLCV
GLRaV, GFLV, GVA, GVB
PMV, PAMV y SMV2
ZYMN
PMV, PAMV, SMV2 y ZAMV

Pais

China (c)
Tailandia (e)
Indonesia (e)
Korea (e)
Pakistan (e)
China (e)
India (e)
Malasia (e)
Tailandia (e)
China (c)
China (c), Malasia e Indonesia (e)
Brazil (c)
Filipinas (c) y Egipto (e)
Kenia (c), India y Filipinas (e)
Brasil (c)
Egipto (c)
Taila ndia (e)
Ucrania (e)
Egipto (e)
India y Cuba (e)
Argentina (e)
Indonesia (e)
Zimbaw e (c)
India (e)
Sudafrica (e)
Argentina (e)
Indonesia (e)
India (e)
México y China (c)
Egipto (c)
China (c)
Argentina, Tunez y Vietnam (e) y China (c)
Argentina (c) , Vietnam, Filipinas y Cuba (e)
Brasil y Egipto(c) , Chile, India y Colombia (e)
Peru, Sudafrica e Indonesia (e) y México (c)
Bangladesh e Indonesia (e)
Malasia, Vietman, India, Indonesia y Malasia (e)
China, Brasil y México (c)
Filipinas (e)
Cuba (c)
Tailandia (e)
Egipto (c)
india (e)
Malasia (e)
Tailandia (e)
Republica de Corea (c)
China (c)
China (co)
Brasil (c)
China (c)
Brasil (c)
India (e), Republica de Corea (€)
Indonesia y Rep. de Corea (e), China y México (c)
China (e)
China (e)
China (e)
Brasil (c)
Cuba (e)
Indonesia (e), México (c) y China (co)
Tailandia, China y Egipto (e)
India e Indonesia (e)
Tunez (e)
México (c)
Egipto (c)
México (c)
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V. CAPITULO 7

Obtencion de plantas resistentes
a enfermedades bacterianas

Adrian Vojnov, M. Mercedes Rivero,
Diego Zappacosta.

Introduccién

A pesar de que las plantas son en general
resistentes a las infecciones producidas por la
mayoria de los patdégenos (bacterias, hongos
y virus), cada una de ellas posee cierto grado
de susceptibilidad a alguno de éstos fitopatoge-
nos. El conocimiento de la interaccién patoge-
no-hospedador, las herramientas utilizadas por
unos para atacar y los mecanismos de defensa
para evitar las consecuencias de este ataque
por los otros, son tema de estudio de diversos
grupos de investigacion alrededor del mundo.

Conocer los factores de virulencia utilizados
por las bacterias fitopatdégenas y su mecanismo
de accion, es importante para el desarrollo de
plantas resistentes a enfermedades. Por otro
lado, profundizar los conocimientos sobre los
mecanismos de defensa vegetal, permite pla-
near estrategias en el disefio de cultivos mejor
adaptados al medio, ya sea incrementando la
resistencia innata o a través de la introduccion
de genes de resistencia heterdlogos.

Este capitulo es una breve resefa sobre las
principales bacterias responsables de enferme-
dad en plantas, sus herramientas o factores de
virulencia, su regulacion, y otras estrategias im-
portantes que utilizan durante el proceso infec-
tivo. Las distintas estrategias biotecnologicas
para la produccién de plantas resistentes, ya
sea aquellas que ya se encuentran en el cam-
po, como otras en desarrollo o de potencial utili-
zacion, también son presentadas en el capitulo.

Tipos de interaccién planta-bacteria

Las plantas, como todos los organismos vi-
vientes, interactuan con el medio ambiente y
en él con otros organismos, entre ellos se en-
cuentran las bacterias. Ambos organismos,
bacterias y plantas, intercambian senales, es-
tableciendo una especie de dialogo. Las célu-
las vegetales emiten secreciones conteniendo

aminoacidos, azucares y otros compuestos
quimicos, que pueden ser reconocidos como
sefiales por los microorganismos del suelo e
inducen en ellos una respuesta reciproca. La
respuesta bacteriana puede ser muy distinta
teniendo en cuenta el tipo de interaccién que
establece con las plantas. Asi las bacterias
fitopatdgenas pueden establecer interacciones
compatibles o incompatibles. En una relacion
compatible el patégeno infecta y enferma a la
planta; esto ocurre sélo si las condiciones am-
bientales son favorables, si las defensas pre-
formadas de la planta son inadecuadas, si la
planta falla en detectar al patégeno, e incluso
si las respuestas de defensa activadas son in-
eficientes. En una interaccién incompatible las
plantas resisten al ataque del patégeno. Esta
resistencia puede ser inespecifica, a través de
la denominada resistencia no hospedadora,
basal o innata, en la cual el patégeno no en-
cuentra condiciones favorables para infectar, o
bien porque la planta presenta barreras estruc-
turales adecuadas o sintetiza compuestos toxi-
cos que impiden la proliferacion y colonizacion
de la bacteria. La relacién incompatible, y por
lo tanto la resistencia, puede ser debida tam-
bién a un reconocimiento especifico. En este
caso existe una base genética definida. Se
trata de la presencia de genes de resistencia
dominantes en el hospedador que le permiten
reconocer genes de avirulencia del patégeno.
En los afios 40 del siglo pasado, Harold H. Flor
propuso el modelo “gen a gen” (ver Figura 1).
Dicho modelo establece que la resistencia se
produce cuando la planta expresa un gen de
resistencia dominante (R, proteina R) y el pa-
tégeno un gen de avirulencia dominante com-
plementario (Avr, proteina Avr). Esta respues-
ta defensiva esta frecuentemente asociada a
una Respuesta Hipersensible (HR; del inglés
Hypersensitive Response), que se caracteriza
por una necrosis rapida y localizada en res-
puesta al ataque del patégeno. Es decir, frente
a la invasién de tejidos vegetales por un mi-
croorganismo foraneo, la respuesta defensiva
inducible mas temprana es la muerte celular
controlada. Esta reaccion HR ocurre aproxi-
madamente 24 horas después de que la planta
percibe un patégeno potencial. Se trata de un
fendmeno conocido desde hace varios dece-
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Figura 1. Modelo gen por gen. La figura muestra
las combinaciones de genes involucradas en distin-
tas interacciones de resistencia/enfermedad entre
un patdgeno y su hospedador. En los afios 40 del
siglo pasado, Harold H. Flor propuso este modelo
que establece que la resistencia se produce cuando
la planta expresa un gen de resistencia dominante
(R) y el patégeno un gen de avirulencia dominante
complementario (Avr). Este modelo explica los ca-
sos de compatibilidad de incompatibilidad planta-
patégeno

nios, que comparte caracteristicas generales
con la apoptosis o muerte celular programada.
El objetivo final es aislar al invasor en la zona
donde se ha detectado la penetracion del mi-
croorganismo patogeénico.

Luego de una HR, la planta adquiere resis-
tencia en tejidos distales al sitio primario de in-
feccion. Esta resistencia, que protege a toda la
planta, es conocida como Resistencia Sistémi-
ca Adquirida (SAR; Systemic Acquired Resis-
tance).

Principales bacterias fitopatégenas:

Las bacterias fitopatogenas capaces de in-
fectar y desarrollar enfermedades en un gran
numero de especies vegetales de importancia
econdmica, pertenecen a un reducido grupo
de géneros. Los géneros de bacterias Gram-
negativas mas estudiados desde el punto de
vista de su biologia, impacto fitopatolégico y

aspectos genético-moleculares son Agrobacte-
rium, Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas.
Estos organismos pueden ser cultivados en
el laboratorio, y pueden inocularse facilmente
en plantas para realizar estudios de fitopato-
genicidad. Por otro lado, las bacterias Gram-
positivas, como Clavibacter, Curtobacterium 'y
Rhodococcus, son mas dificiles de manejar en
condiciones controladas.

Erwinia chrysanthemi, E. carotovora, E.
amylovora y otras 15 especies, son las cau-
santes de pudriciones blandas debido a su
capacidad para producir grandes cantidades
de enzimas pectoliticas, capaces de macerar
tejido parenquimatoso de un amplio rango de
especies.

Pseudomonas syringae se clasifica en alre-
dedor de 45 patovariedades y puede infectar
un amplio rango de especies. Entre ellas: P.
syringae pv. phaseolicola infecta el frijol cau-
sando la enfermedad conocida como “tizon de
halo”;y, P. syringae pv. tomato produce la “man-
cha negra” del tomate.

Ralstonia (formalmente Pseudomonas) sola-
nacearum es una bacteria de suelo que colo-
niza el floema de una amplia gama de plantas
huésped, causando entre otras la podredum-
bre parda de la papa.

El género Xanthomonas esta constituido por
20 especies que atacan a mas de 350 vegeta-
les. En particular Xanthomonas axonopodis pv
citri (Xac) es el agente causal de la cancrosis
de los citricos, enfermedad que por los dafios
que produce, ha adquirido una importante so-
cioecondmica trascendente en los paises pro-
ductores de citricos. Por otra parte, Xanthomo-
nas campestris pv campestris, es el patégeno
causante de la pudricion negra en cruciferas,
entre ellas Arabidopsis, y constituye un modelo
de interaccion planta-patégeno muy estudiado.

Otros géneros de bacterias fitopatdogenas
son Agrobacterium, Rhodococcus, Spiroplas-
ma, Xylella y Streptomyces. Xylella fastidiosa,
es la causante de la clorosis variegada de los
citricos, y fue la primera bacteria fitopatégena
cuyo genoma fue secuenciado totalmente.

Las bacterias del género Streptomyces son
procariontes filamentosos Gram-positivos que
producen esporas como principal mecanismo
de dispersion. Sélo unas pocas especies entre



las 400 descriptas son patdgenas de plantas.
Las especies de Streptomyces fitopatdogenas
causan enfermedades a nivel de o6rganos y
estructuras subterraneas de diversas especies
vegetales. Por ejemplo, Streptomyces scabies
causa la sarna de la papa (escaras a nivel de
los tubérculos).

La adecuada identificacion de las especies,
subespecies y patovariedades de bacterias es
fundamental, y de gran interés en el marco de
estudios epidemioldgicos y de impacto am-
biental o ecoldgico. En la actualidad, existen
herramientas genéticas y moleculares que se
suman a la tradicional caracterizacion fenotipi-
ca de las diferentes bacterias. Entre ellas, se
encuentran la secuenciacion de ADN, la hibri-
dacién ADN-ADN, el andlisis de isoenzimas y
los marcadores moleculares.

Factores de virulencia bacterianos

Las bacterias fitopatdgenas han desarrolla-
do una serie de compuestos que contribuyen a
los fines de invadir y colonizar los respectivos
hospedadores. Estos compuestos o factores
de virulencia, determinan la patogenicidad y el
grado de virulencia del patégeno. Dependiendo
de la interaccion planta-bacteria, las bacterias
producen factores, algunos de los cuales son
comunes y otros especificos para cada interac-
cion patégeno-hospedador.

Muchos de estos factores son proteinas que
inyectan directamente en la célula hospedado-
ra (proteinas efectoras) a través del sistema de
secrecion tipo Il (SST-IIl), un sistema comun
entre las bacterias patégenas tanto de plan-
tas como animales, y que se induce cuando la
bacteria toma contacto con el hospedador. La-
mentablemente para el agente patégeno, estas
proteinas son moléculas ideales para ser reco-
nocidas por el sistema de defensa de la planta
(modelo gen a gen): a través de las proteinas
de resistencia (proteina R) la planta puede "re-
conocer" la presencia de determinada protei-
na efectora (proteina Avr), desencadenando la
respuesta hipersensible (HR).

Algunos de los factores de virulencia han
sido caracterizados recientemente como supre-
sores de la respuesta de defensa vegetal y le
permiten a la bacteria promover su crecimiento
y difusiéon dentro del tejido vegetal. Varios de

estos incluyen proteinas efectoras secretadas
por el SST-III, pero también exopolisacaridos y
fitotoxinas, han sido resefiadas en la literatura.
Entre los efectores descriptos, el AvrPtoB es
uno de los mejores caracterizados. La protei-
na R Pto es una serina/treonina quinasa de to-
mate que confiere resistencia a Pseudomonas
syringae, que expresen la proteina AvrPto. Pto
y AvrPto interactuan fisicamente, y esta inte-
raccion es necesaria para la activacion de la re-
sistencia. Se ha demostrado que la deposicién
de calosa constituye un mecanismo defensivo
en plantas. En ausencia de Pto, AvrPto actua
suprimiendo dicho mecanismo, permitiéndole a
la bacteria una sustancial multiplicacion en el
tejido vegetal. Por otro lado, AvrPtoB suprime
la muerte celular programada iniciada por Pto
pero también aquella iniciada por otras protei-
nas R, alterando la respuesta inmune vegetal.
Otro ejemplo similar a los mencionados ante-
riormente, esta dado por HopM1. La proteina
HopM1 es un efector producido por Pseudo-
monas syringae, Erwinia amylovora y Pantoea
stewartii subsp. stewartii y que también modifi-
ca la respuesta de defensa.

Otros efectores producidos por Pseudo-
monas syringae pv. phaseolicola, VirPphA,
AvrPphC y AvrPphF, previenen la deteccion del
patdgeno por parte del hospedador, mediante
distintos mecanismos, entre ellos: inhibicién de
la expresion del gen avr, bloqueo de la secre-
cion de la proteina Avr, interferencia entre el
Avr y la proteina R, o supresion en el camino
de senalizacion de la respuesta de defensa rio
abajo al reconocimiento del Avr.

Las cepas virulentas de Pseudomonas syrin-
gae producen diversas toxinas como: corona-
tina, faseolotoxina, tagetitoxina, tabtoxina, si-
ringomicina, siringotoxina, etc. La toxina coro-
natina, promueve la virulencia de P. syringae
actuando como un analogo del jasmonato y
posee la capacidad de inducir susceptibilidad
en Arabidopsis thaliana.

Diversas enzimas extracelulares son im-
portantes factores de virulencia, ya que en
sSu ausencia, la virulencia del patégeno dismi-
nuye considerablemente. La secrecion de un
amplio rango de enzimas capaces de degra-
dar componentes de la pared celular de plan-
tas vasculares y otros componentes celulares,
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tienen un papel importante en enfermedades
bacterianas como las podredumbres blandas
y también en bacterias que causan necrosis 0
marchitamiento vascular. Entre éstas podemos
mencionar enzimas pectoliticas, celulasas,
proteasas, glicanasas, poligalacturonasas y
esterasas. La posesiéon de dichas enzimas ga-
rantiza una puerta de entrada a la planta o una
vez adentro, la provision de nutrientes para su
multiplicacion.

Las bacterias producen una enorme varie-
dad de polisacaridos constituidos por diversos
azucares. Los exopolisacaridos (EPS) pueden
estar asociados a la membrana externa for-
mando capsulas o ser liberados en el medio
extracelular. Estos EPS han sido involucrados
en patogenicidad conjuntamente con otros
(glucanos ciclicos) y como ocurre también con
las enzimas antes mencionadas estan someti-
dos a una compleja red de regulacion.

Los EPS que han sido implicados en la inte-
raccion con el hospedador, facilitarian la dise-
minacién del patégeno mediante mecanismos
que en algunos casos ya se han dilucidado. El
xantano, que es el polisacarido mas importante
producido por todas las Xanthomonas, actua
suprimiendo la defensa local siendo esta ac-
tividad dependiente de estructura del mismo.
El xantano suprime el engrosamiento de la pa-
red celular de la célula vegetal inducido por el
ataque del patégeno (deposicion de calosa),
mediante el secuestro de iones calcio e interfi-
riendo con el camino de senalizacion que lleva
a la activacion de la calosa sintetasa.

En el caso de Agrobacterium, un patégeno
que desarrolla tumores en la planta hospeda-
dora, las hormonas vegetales son importantes
factores de virulencia que el microorganismo
produce: auxinas y citoquininas. La auxina
principal producida es el acido indolacético que
modula el tiempo de incubacion de la enferme-
dad. Las citoquininas que se producen son va-
rias (derivados de la zeatina) y determinan el
tamafo del tumor.

Organizacion en comunidades (biofilm),
una estrategia bacteriana durante la
interaccion con la planta hospedadora
Las bacterias no viven aisladas sino que for-
man una comunidad estructurada, coordinada

y funcional que se denomina comunmente bio-
pelicula o biofilm.

Se ha podido observar una relacion directa
en la capacidad de producir biofilms y la viru-
lencia de estas bacterias. Los biofilms son es-
tructuras importantes en el desarrollo bacteria-
no y podrian ser un blanco muy apropiado para
contrarrestar las enfermedades producidas por
éstas en los respectivos hospedadores.

Entre las ventajas que le proporciona a la
bacteria poseer la capacidad de desarrollar
un biofilm, podemos mencionar: proteccién
del medio ambiente; mayor disponibilidad de
nutrientes; cooperaciéon entre especies (micro-
consorcio; sintrofismo), y adquisicion de nue-
vas caracteristicas genéticas

La formacién de biofilms requiere de la ca-
pacidad de las bacterias de unirse a distintas
superficies, en particular el tejido vegetal. Para
lograr esta asociacion, las bacterias utilizan
diversas moléculas, entre ellas los EPS y las
proteinas de superficie, siendo las funciones
de motilidad importantes para el desarrollo de
estas estructuras tridimensionales. La expre-
sion de los genes involucrados en la sintesis
de estas moléculas de adhesién, asi como
otros factores de virulencia, estan regulados
por mecanismos dependientes de la densidad
celular.

Regulacién de factores de virulencia 'y

biofilm en bacterias fitopatégenas

La formacién de biopeliculas bacterianas es
un proceso muy regulado. Cada especie res-
ponde a sus propias sefiales ambientales a
través de un conjunto de mecanismos mole-
culares. A pesar de esta gran diversidad, hay
un sistema conservado de regulacion que res-
ponde a varios estimulos que son importantes
para la asociacién entre bacterias y plantas. El
sistema de regulacion de la formacion de bio-
film, al igual que algunos factores de virulencia,
en particular las enzimas extracelulares y los
EPS, son dependientes del numero de bacte-
rias presentes, o del mecanismo comunmente
denominado quérum sensing.

El fendmeno de quorum sensing fue recono-
cido en la decada de los 60 en estudios reali-
zados con la bacteria Vibrio fischeri. Esta bac-
teria marina bioluminiscente, produce luz sélo
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cuando hay una gran cantidad de bacterias
presentes. Se observd que la luminiscencia
se producia por acumulacién de un activador
o molecula “autoinductora”. Esta molécula es
producida por la bacteria y activa la luminiscen-
cia cuando alcanza una determinada concen-
tracion critica. Las bacterias son capaces de
censar su densidad de poblacién a través de
la deteccion de esta molécula autoinductora. Al
mecanismo del censado de la densidad celular
se lo llamé quorum sensing y la molécula ac-
tivadora producida por V. fischeri fue aislada
en el afio 1981, siendo identificada como una
N-(3-oxohexanoyl)-homoserin lactona.

El quorum sensing es un proceso relativa-
mente simple. Las acil-homoserin lactonas
(HSL) son sintetizadas a un nivel basal por
las acil-HSL sintasas (generalemente homolo-
gas a las proteinas tipo Luxl de V. fisheri). Las
moléculas de acil-HSLs sintetizadas son rapi-
damente liberadas por las células bacterianas
por difusion. El incremento en el tamafo de la
poblacion bacteriana eleva la concentraciéon de
las acil-HSLs. A niveles elevados de concen-
tracion, las acil-HSLs interactian con un factor
de transcripcion (homoélogo a la proteina LuxR
de V. fisheri) que modula la expresion de los
genes regulados por quorum sensing.

Como se muestra en la Figura 2, en la re-
gulaciéon de factores de virulencia a través de

quorum sensing, las proteinas | y R juegan un
rol central. La célula bacteriana (en gris) con-
tiene una proteina | que es responsable de la
sintesis de moléculas difusibles (en verde) de
acil homoserin lactonas (A-HSLs), que actuan
como senalizadoras. A una alta concentracion
celular, las moléculas sefializadoras interac-
tuan con la proteina R. La interaccion con la
misma induce un cambio conformacional que
aumenta su afinidad por determinadas secuen-
cias de ADN (secuencias lux) presentes en las
regiones promotoras de los genes regulados
por acil homoserin lactonas.

Uno de los sistemas de quérum sensing me-
jor estudiados es el de Ralstonia solanacea-
rum. Esta bacteria produce el exopolisacarido |
(EPS 1) y otros factores de virulencia que estan
regulados a través de una red sensorial. Para
lograr la expresion diferencial de sus genes,
R. solanacearum utiliza esta compleja red de
cascadas regulatorias que censan los cambios
ambientales y gatillan cambios en la expresion
génica. Los componentes de la red son, en
su mayoria, reguladores del tipo de dos com-
ponentes (sensor-regulador). Estos sistemas
presentan un dominio sensor en el extremo
N-terminal que puede unir senales especificas
del medio extracelular y un dominio quinasa
citoplasmatico que dispara la fosforilacion del
componente regulador. La fosforilacion acti-

Figura 2. Quérum sensing. Modelo simplificado de la transduccion de sefales en quérum sensing, QS.
Los microorganismos censan sus poblaciones a través de un sofisticado mecanismo de comunicacion ce-
lular. Cuando la densidad celular alcanza un determinado umbral se dispara la expresion de determinados
genes. Este tipo de regulacion que controla diversas funciones bioldgicas, entre ellas las de virulencia, es
conocido como autoinduccién o quorum sensing. Las moleculas sefiallizadoras esenciales de este sistema

son la acil-homoserin lactonas (acil-HSL).



va el dominio de unién a ADN presente en la
region C-terminal de esta proteina, convirtién-
dola en un activador transcripcional de los ge-
nes blancos. En R. solanacearum la densidad
celular es censada mediante el éster metilico
del &cido 3-hidroxi palmitico (3-OH.PAME). Un
nivel elevado de 3-OH.PAME induce la produc-
cién de EPS | y de algunas exoenzimas. Estos
factores de virulencia promueven el ataque de
la bacteria.

En Xanthomonas camprestris pv campestris
(Xcc), un patégeno que afecta cruciferas, la
produccion de las enzimas extracelulares y de
EPS esta regulada por el grupo de genes rpf
(regulacioén de los factores de patogenicidad),
compuesto por 9 genes (rpfA-1). Los genes
rpfB y rpfF estan implicados en la regulaciéon
mediada por pequefas moléculas difusibles
denominadas DSF (del inglés diffusible signal
factor), las cuales actuarian como comunica-
doras intercelulares.

Gendmica y bacterias fitopatéogenas

Para las bacterias fitopatdégenas la era gené-
mica comenzo oficialmente con la publicacion
de la secuencia del genoma de Xylella fastidio-
sa, el agente causal de la clorosis variegada de
los citricos. Utilizando programas de prediccion
de secuencias se han encontrado en el geno-
ma de esta bacteria (de mas de 2,5 millones de
pares de bases) unos 2.900 genes. Ademas de
X. fastidiosa, ya se han secuenciado los geno-
mas de cepas representativas de la mayoria de
los grupos taxondmicos que contienen bacte-
rias fitopatégenas de importancia. Entre ellos,
varias especies del género de Xanthomonas y
Pseudomonas Para conocer el estado actual
de la secuenciacién de genomas en bacterias
fitopatdogenas se puede consultar la base de
datos GOLD (ver Lecturas Recomendadas)
donde se encuentra una lista actualizada de
los proyectos de secuenciacion.

La planta y su sistema defensivo

Los mecanismos moleculares implicados en
el desencadenamiento de una respuesta de-
fensiva en plantas, involucran el reconocimien-
to por parte de éstas de sefiales derivadas del
patdgeno. Estas sefiales o moléculas presen-
tes en el patégeno pueden ser reconocidas por

la planta de manera inespecifica dirigiendo una
respuesta general, o bien pueden ser detec-
tadas especificamente por el producto de los
genes de resistencia (R). Las primeras son mo-
léculas presentes en la superficies de la ma-
yoria de las bacterias fitopatégenas, como el
lipopolisacarido (LPS) en la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas, o la flagelina,
componente estructural del flagelo. El conjunto
de estas moléculas se conoce como patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs).
El reconocimiento especifico, como se mencio-
nd en secciones anteriores, involucra la inte-
raccion del producto de un gen de Avr del pato-
geno y el producto de un gen de R de la planta.
En cualquiera de los casos (reconocimiento es-
pecifico o inespecifico), la respuesta de la plan-
ta esta constituida por una serie de eventos. En
primer lugar, a través de la membrana plasma-
tica se produce un rapido intercambio de iones
con el medio extracelular. De esta forma, se
incrementa la concentracion intracelular de H*
y Ca?*, mientras disminuye la de Cl'y K*. Este
intercambio de iones es un prerrequisito para
la activaciéon de las protein quinasas activadas
por mitbgenos (MAPK; mitogen-activating pro-
tein kinase) y de la generacién de especies de
oxigeno reactivas (ROS; reactive oxygen spe-
cies) a través de una NAD(P)H oxidasa asocia-
da a membrana. Una vez activadas las MAPK,
algunas son traslocadas al nucleo y otras son
rapidamente fosforiladas y desfosforiladas. Fi-
nalmente, se produce la induccion transcripcio-
nal de un considerable numero de genes en la
célula vegetal, entre ellos los de las proteinas
relacionadas a la patogenicidad (PR; pathoge-
nicity related proteins) y los genes involucrados
en la biosintesis de fitoalexinas (metabolitos
secundarios lipofilicos de bajo peso molecular
y con actividad antimicrobiana).

Estrategias biotecnolégicas para la

obtencion de plantas resistentes a

bacterias fitopatégenas

- Interferencia con los factores de virulencia

Uno de los caminos empleados para neutra-
lizar patdogenos bacterianos es la alteraciéon de
la expresion de sus factores de virulencia, con-
trolados a través del mecanismo de quérum
sensing (estrategia de quérum quenching, QQ,
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Figura 3). Consiste en interferir en la comuni-
cacion entre bacterias a nivel de la generacion
de la sefal: por ejemplo la inhibicién de la sin-
tesis, la transferencia de estas moléculas sefal
o de sus precursores. Otros niveles de interfe-
rencia son el transporte y la recepcion de la se-
fal. Estrategias alternativas se relacionan con
la degradacion de las acil-HSL o con la utiliza-
cion de moléculas que las imitan (provenientes
de microorganismos o plantas). Algunos de es-
tos compuestos han sido recientemente carac-
terizados, por ejemplo las furanonas que son
metabolitos secundarios producidos por el alga
roja Delinea pulcra, y que presentan una alta
homologia estructural con las HSLs.

Por otra parte, se han identificado distintas
especies del género Bacillus como fuente im-
portante de genes que codifican enzimas ca-
paces de degradar factores de virulencia o mo-
Iéculas que actuan en su regulacion, por ejem-
plo, enzimas capaces de degradar polimeros

Removiendo la sefial

trando la seial

bacterianos. Asi, algunas cepas de B. subtilis
producen enzimas que degradan el xantano,
polisacarido producido por todas las bacterias
del género Xanthomonas.

Ademas, se han identificado otras especies
del género Bacillus que producen acilhomose-
rina lactonasas (acil-HSLasa). Estas enzimas
inactivan las HSLs mediante la hidrdlisis de su
enlace lactona. Diversas cepas de Bacillus,
mediante el gen aiiA, sintetizan acil-HSLasa.
Este gen se expreso en plantas de Nicotiana
tabacum y Solanum tuberosum 'y se evalud su
efecto en ensayos de infeccidén con Erwinia ca-
rotovora. A partir de inoculaciones de hojas de
tabaco y tubérculos de papa con esta bacteria,
se observo que la expresion de la enzima in-
terferia con la patogenicidad incrementando la
resistencia vegetal a la infeccion.

Otra estrategia, enfocada a la alteracién
de la expresién de los factores de virulencia,
consistié en la introduccion del gen expl de E.

Inhibicién de la
transferencia
del acido graso

Compitiendo por la sefial

Figura 3. Quorum quenching. Diferentes estrategias pueden utilizarse para interferir la comunicacion
entre células bacterianas. Existen diferentes mecanismos que afectan la regulacién por acil-HSL. Existen
mecanismos bioquimicos que interfieren en la comunicacién entre bacterias a nivel de la generacion de
la senal: por ejemplo la inhibicién de la sintesis o de la transferencia de estas moléculas sefial o de sus
precursores. Existen ademas posibles interferencias en el transporte y en la recepcion de la senal. Otras
estrategias de interferencia a la comunicacion entre células bacterianas se relacionan con la degradacion
de las acil-HSL. Algunos microorganismos son capaces de sintetizar compuestos que imitan a las acil-HSL
con el objeto de interferir la comunicacién entre otras especies y competir con ellas por nichos ecoldgicos.



carotovora. Este gen que codifica la enzima
responsable de la sintesis de oxoacil-homo-
serina lactona (OHLs) se introdujo en plantas
de Nicotiana tabacum. La presencia de OHLs
en la planta al inicio del curso de la infeccién
bacteriana indujo la expresién temprana de ge-
nes de virulencia del patégeno. Esta expresion
temprana desencadeno una respuesta rapida
de defensa que le permitié contrarrestar la in-
feccion.

- Introduccion de genes de resistencia

Uno de los casos mas exitosos en el control
de enfermedades bacterianas es el del tizén
bacteriano del arroz causado por Xanthomo-
nas oryzae pv. oryzae. En este patosistema el
estudio de la interaccién patégeno-hospedador
permitié desarrollar una estrategia para com-
binar genes especificos de manera de obtener
una resistencia duradera. El Xa21 es el primer
gen de resistencia de arroz caracterizado. La
proteina codificada por este gen posee un do-
minio de serina/treonina quinasa y es capaz
de autofosforilarse en varios sitios en el curso
de una interaccion incompatible. Xa21 confiere
resistencia a la mayoria de las razas de Xan-
thomonas oryzae pv. oryzae (Xoo). Otro de los
genes de resistencia, aislados de arroz y que
confiere resistencia a Xanthomonas oryzae pv.
oryzae, es el gen Xa26. Si bien ambos genes
codifican proteinas muy similares, el Xa26 con-
fiere resistencia tanto en plantas jovenes como
adultas; mientras que Xa271 solo tiene efecto
en plantas adultas, lo que sugiere que estaria
regulado por genes involucrados durante el de-
sarrollo de la planta. Esta tactica de manipula-
cién y expresion de genes R es la mas utilizada
tanto en mejoramiento clasico como con trans-
génicos.

El descubrimiento de genes R en diferentes
cultivos como cebada, maiz y tomate se ha
acelerado notablemente debido al desarrollo
de las técnicas de mapeo, aislamiento y se-
cuenciacion. Son interesantes las similitudes
halladas en la estructura de las proteinas R
en especies de plantas mono y dicotiledoneas,
lo que evidencia que los sistemas defensivos
han sido conservados durante la evolucion
y diversificacion de las plantas. Los genes R
mas comunes, codifican proteinas intracelu-

lares con dominios de union de nucledtidos y
secuencias repetidas ricas en leucinas (NB-
LRR; nucleotide-binding/leucine-rich repeat) y
con un dominio N-terminal variable, donde se
observan motivos TIR (Toll-like receptor) o CC
(coiled coll).

Un ejemplo de expresion heteréloga de un
gen R es la introduccion del gen Bs2 de pi-
miento en plantas de tomate. Dicho gen con-
fiere resistencia a cepas de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Xcv) que contienen
el gen de avirulencia avrBS2. Dado que diver-
sas patovariedades de X. campestris poseen
el gen avrBS2, se estima que el gen Bs2 de
pimiento podria conferir resistencia estable a
campo a otras especies de plantas. Se obtu-
vieron plantas transgénicas de tomate que ex-
presaban el gen de resistencia BS2. Para de-
terminar el efecto de la expresion del gen, se
midio el crecimiento de cepas isogénicas de X.
campestris pv vesicatoria conteniendo o no el
gen de avirulencia avrBS2. Se inocularon plan-
tas de tomate transgénicas y no transgénicas
con ambas cepas. Soélo se observo resistencia
en aquella planta transgénica BS2 inoculada
con las bacterias que portaban el gen avrBS2.

- Expresion de genes antimicrobianos de
diverso origen

Péptidos antimicrobianos:

Entre los compuestos antibacterianos mas
difundidos y de mayor espectro de accion se
encuentran los péptidos antimicrobianos. La
amplia distribuciéon de este tipo de moléculas
en los reinos animal y vegetal sugiere que han
cumplido un rol fundamental en la evolucion
de estos organismos multicelulares complejos.
La mayoria de los péptidos antimicrobianos
presentan una estructura antipatica en forma
de a-hélice, en la que diferentes aminoacidos
catiénicos e hidrofébicos se organizan espa-
cialmente en sectores discretos de la molécu-
la. Los péptidos lineales como la cecropina y
la magainina sélo adoptan esta conformacion
una vez que se insertan en la membrana.

Los péptidos antimicrobianos actuan frente
a los microorganismos en forma especifica. La
base de esta especificidad esta determinada
por la naturaleza diferencial de la membrana
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de las células bacterianas y las células anima-
les o vegetales. En las bacterias, la membrana
se organiza de forma tal que la gran mayoria
de fosfolipidos con carga negativa permanece
expuesta al medio externo. En el caso de las
células de mamiferos y de plantas, la membra-
na presenta solo lipidos sin carga neta hacia el
exterior, mientras que os lipidos con carga ne-
gativa se disponen hacia el interior de la célula,
es decir, hacia el citoplasma. Por esta razén,
los péptidos con carga positiva se unen elec-
trostaticamente con los lipidos de carga nega-
tiva presentes en la cara externa de la mem-
brana bacteriana, pero no interactian con los
lipidos que constituyen las membranas de las
células superiores. El modelo Shai-Matsuzaki-
Huang (Figura 4) grafica el mecanismo de ac-
cion de los péptidos antimicrobianos.

Se han expresado en plantas diferentes ti-
pos de péptidos antimicrobianos. Entre ellos
la sarcotoxina que es un péptido aislado origi-
nalmente a partir de la hemolinfa de larvas de

Sarcophaga peregrina por un grupo de cienti-
ficos de la Universidad de Tokio (Japon). Este
péptido posee 39 aminoacidos y pertenece al
grupo de las cecropinas, con actividad litica y
antibacteriana contra muchas bacterias Gram-
positivas y negativas. En estudios in vitro, la
sarcotoxina ha resultado altamente eficiente en
la inhibicion del crecimiento de algunas bacte-
rias fitopatdogenas tales como Xanthomonas
axonopodis pv. citri. Se ha comprobado que la
expresion de sarcotoxina en plantas de taba-
co, bajo el control de un promotor constitutivo,
aumenta la resistencia de estas plantas a dos
bacterias fitopatégenas: Pseudomonas syrin-
gae pv. tabaci y Erwinia carotovora subsp. ca-
rotovora.

Expresion de enzimas liticas del tipo

lisozimas:

Estas enzimas catalizan la hidrélisis de la
mureina, un constituyente de la pared celular
bacteriana. Las lisozimas se localizan en las

Difusion desde la membrana
a blancos intracelulares

Figura 4. Modelo de Shai-Matsuzaki-Huang. Se representa un péptido con su estructura en a-hélice. A:
reconocimiento de la membrana bacteriana por parte de los péptidos. B: insercion del péptido a la membra-
na mediada por la atraccién electrostatica de cargas; adelgazamiento de la capa externa de la membrana;
se generan tensiones en la bicapa (flechas). C: formacién de poros en la membrana. D: transporte de pép-
tidos y lipidos a la capa interna de la membrana. E: accién de los péptidos sobre “blancos” intracelulares
(en algunos casos). F: colapso de la membrana bacteriana y ruptura de la célula. Los lipidos representados
en amarillo poseen carga negativa. Los lipidos representados en negro no poseen carga neta.
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vacuolas de numerosas especies vegetales
por lo que entran en contacto con las bacterias
fitopatdogenas una vez que éstas han produci-
do la lisis o ruptura de la célula vegetal. Pocas
lisozimas vegetales han sido caracterizadas y
clonadas, por lo que se han buscado lisozimas
de otros origenes para ser expresadas en plan-
tas transgénicas, como las del bacteriéfago T4
(los bacteriéfagos son virus que infectan a las
bacterias) y la del huevo de gallina. El gen de la
lisozima del bacteriéfago T4, uno de los miem-
bros mas activos de esta familia de enzimas
bacterioliticas, ha sido expresado en plantas
de Solanum tuberosum. Las plantas transgéni-
cas obtenidas fueron infectadas con la bacteria
fitopatégena Erwinia carotovora susp. atrosep-
tica bajo condiciones de laboratorio e inverna-
culo. Usando una alta presion de infeccion, se
observé una reduccion significativa en la ma-
ceracion de los tejidos infectados. También se
comprobd que la capacidad de brotacién de los
tubérculos transgénicos desafiados con el pa-
tégeno resultdé sumamente disminuida.

Expresion de tioninas:

Las tioninas son polipéptidos ricos en cistei-
nas, presentes en el endosperma y en las ho-
jas de los cereales, cuya accion no especifica
se basa en la permeabilizacion de las membra-
nas celulares.

Como ejemplo, las secuencias codificantes
de a-tioninas de cebada y trigo se transforma-
ron en plantas de tabaco. Se seleccionaron las
lineas transformadas y se las desafié en en-
sayos de inoculacion con bacterias fitopatoge-
nas (Pseudomonas syringae pv. tabaci 153 y
P. syringae pv. syringae). Se comprob6 que las
plantas transgénicas que expresaban el gen de
la a-tionina presentaban menor proporcién de
lesiones necroéticas, en comparacién con las
plantas no transgénicas.

Sintesis de fitoalexinas:

Entre las estrategias tendientes a incre-
mentar el sistema defensivo de las plantas
se incluye la sintesis de fitolexinas, lo que ge-
neralmente involucra la modificacion de vias
biosintéticas complejas. Las fitoalexinas son
compuestos quimicos sintetizados por la plan-
ta en respuesta a una invasion microbiana. La

primera fitoalexina aislada y caracterizada fue
la pisantina (se aislé en 1960 a partir de las vai-
nas de Pisum sativum). Se trataba de un isofla-
vonoide pterocarpano. La naturaleza quimica
de las fitoalexinas cubre practicamente todo el
espectro quimico de los productos naturales.
Recientemente se ha logrado la sintesis cons-
titutiva de glucésidos del isoflavonoide daid-
zeina, un miembro de las fitoalexinas del tipo
pterocarpano, en células de maiz, a través de
la introduccién de la enzima isoflavona sintasa
de Glycine max.
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V. CAPITULO 8

Aproximaciones biotecnolégicas
para un manejo sustentable del
estrés fungico en la agricultura

Juan Carlos Diaz Ricci; Ursula Tonello;
Gustavo Martinez-Zamora; Sergio Salazar;
Nadia Chalfoun; Gabriel Vellicce;

Carlos Grellet; Paula Filippone;

Alicia Mamani; Marta Ontivero; y

Atilio Pedro Castagnaro

INTRODUCCION

La relacién entre las plantas y los hongos se
remonta a hace alrededor de 400 millones de
afnos, ya que hay evidencias de que el estable-
cimiento de las primeras plantas sobre la su-
perficie de la tierra fue facilitado por la interac-
cion con hongos simbiodticos. Esta asociacion
mejoro la capacidad de la planta para la adqui-
sicion de nutrientes y le permitié su adaptacién
a los cambios del medioambiente. Alo largo de
la evolucidn, la habilidad de los hongos para
infectar a las plantas surgioé en forma repetida
e independiente, lo que determind el desarrollo
de una diversidad de estrategias en los hongos
fitopatdgenos para evadir las defensas vegeta-
les y completar su ciclo de vida en las plantas.
Durante el desarrollo de la enfermedad se alte-
ran en la planta procesos relacionados a la fo-
tosintesis, a la absorcion de agua y minerales
del suelo y su transporte al resto de la planta, al
crecimiento y desarrollo, todo lo cual repercute
negativamente en la agricultura.

El desarrollo de estrategias biotecnoldgicas
para el manejo sostenible tanto en lo produc-
tivo como para la salud humana y ambiental,
consiste en complementar el mejoramiento ge-
nético convencional de cultivos vegetales con
el conocimiento generado por la investigacion
de las interacciones entre hongos y plantas,
en particular de los factores relacionados a la
patogenicidad en hongos y de los mecanis-
mos de defensa en plantas. La aplicacion de
herramientas desarrolladas recientemente en
el campo de la Biologia Molecular como las
técnicas que permiten secuenciar genomas

completos (por ejemplo, la pirosecuenciacion),
la posibilidad de evaluar los cambios en la ex-
presion génica a gran escala y el desarrollo de
la bioinformatica, ha tenido un gran impacto en
la generacion de estos conocimientos. Otras
fuentes que aportan también al desarrollo de
la biotecnologia asociada al mejoramiento ge-
nético vegetal son los marcadores moleculares
de interés agrondmico que se tratan en otros
capitulos de este libro.

En este capitulo, nuestro objetivo es dar una
breve introduccion de los principales hongos
causantes de enfermedades de plantas culti-
vadas, describir los mecanismos por los cua-
les los patdgenos fungicos pueden acceder a
los tejidos vegetales y una vez establecidos en
ellos, las tacticas que usan para su nutricion.
Ademas se analizan brevemente las reacciones
de defensa que pueden desarrollar las plantas
frente a este ataque, y finalmente, comentar el
aprovechamiento de este conocimiento para
generar algunas estrategias biotecnolégicas
que permitan mejorar la agronomia de los cul-
tivos respecto del control sustentable o mejor
dicho, del manejo eficiente y eco-sistémico (se
refiere a un sistema que involucra a la ecologia
en un sentido amplio) de enfermedades provo-
cadas por hongos fitopatdégenos.

PRINCIPALES HONGOS CAUSANTES DE

ENFERMEDADES DE INTERES

AGRONOMICO

De las innumerables especies fungicas co-
nocidas sélo un pequefio nimero son capaces
de producir enfermedades en plantas. En la
actualidad, Magnaporthe oryzae es considera-
do el hongo que mas dano produce a la agri-
cultura mundial, porque afecta al arroz que es
el cultivo vegetal mas importante del planeta.
Este fitopatégeno fungico conjuntamente con
Ustilago maydis, causante del carbén de la es-
piga del maiz, fueron seleccionados por con-
sorcios internacionales para la secuenciacion y
el estudio en profundidad de su genoma, con lo
que se han conseguido grandes avances en el
conocimiento de sus mecanismos de infeccion.

Las diferentes especies de Colletotrichum
que producen enfermedades en varios cultivos
de interés con una incidencia severa en la eco-
nomia, le siguen en importancia. Los hongos
de este género provocan antracnosis en cerea-
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les, legumbres y frutas. Aunque los hongos de
estas especies atacan diferentes tejidos de la
planta durante su desarrollo, en muchos casos
el dafo se produce después de la cosecha del
fruto o del tejido u 6rgano de consumo, al igual
que sucede con hongos del género Penicillium.

Otros patégenos fungicos importantes per-
tenecen al género Botrytis, causantes de la
podredumbre gris, los cuales tienen un amplio
rango de hospederos, al igual que los de los
géneros Alternaria y Septoria. Estos hongos
causan danos en diferentes cultivos por la pro-
duccidn de toxinas que finalmente matan a la
planta y pueden afectar también a los consu-
midores.

Lograr un manejo sostenible de las enfer-
medades conocidas con el nhombre comun de
roya, cuyo agente etiolégico pueden ser distin-
tas especies de hongos fitopatdgenos, es clave
también para mejorar la agricultura mundial.

Para profundizar en el conocimiento de los
hongos fitopatdégenos se recomienda consultar
la extensa bibliografia que esta disponible en
Agrios (2004), ya que esta breve enumeracion
s6lo persigue un objetivo introductorio de lo
qgue se tratara a continuacion en este capitulo.

PROCESO DE INFECCION DE PLANTAS

POR HONGOS PATOGENOS

Para producir la enfermedad, los hongos
deben acceder al interior de los tejidos vege-
tales, penetrando en hojas, tallos y raices di-
rectamente, o a través de heridas o aperturas
naturales como estomas. Las partes aéreas de
las plantas estan cubiertas por una capa con-
tinua formada por un material de naturaleza li-
pidica denominada cuticula. La estructura y la
composicion de esta cubierta varian segun la
planta, organo o estadio del crecimiento, pero
basicamente esta formada por una matriz de
cutina y ceras. Los hongos fitopatégenos son
los Unicos que pueden acceder a los nutrientes
vegetales a través de la cuticula por accién de
enzimas denominadas cutinasas, que degra-
dan la cutina.

Es importante tener en cuenta que de acuer-
do al tipo de nutrientes que necesitan para
completar su desarrollo, los hongos patégenos
se pueden clasificarse en biotrofos y necrotro-
fos y el hecho que pertenezcan a un tipo u otro
determina las caracteristicas de sus mecanis-
mos de infeccidon. Los biotrofos son aquellos

que se nutren de los tejidos vivos del hospe-
dero, mientras que los necrotrofos lo hacen a
partir de tejidos muertos. Otros denominados
hemibiotrofos se comportan como biotrofos y
necrotrofos segun el estadio de su ciclo vital
considerado.

Las paredes de las células vegetales, for-
madas principalmente por polisacaridos com-
plejos como celulosa, hemicelulosa, pectinas,
compuestos fendlicos resistentes a hidrdlisis
como lignina, y en menor grado por proteinas,
desempefan un importante rol en la defen-
sa contra patdégenos. Esta barrera puede ser
superada por algunos hongos gracias a que
secretan enzimas capaces de hidrolizar sus
componentes, permitiéndoles acceder a los
tejidos y espacios intracelulares. Sin embargo,
algunos eventos previos a la penetracion han
demostrado ser de gran importancia en el pro-
ceso infectivo, entre los que se encuentra: la
adhesion de los conidios a la superficie de la
planta, el reconocimiento del hospedero y la li-
beracioén de las sefiales apropiadas que permi-
tan los procesos de morfogénesis relacionados
al desarrollo del hongo, como se muestra en la
Figura 1.

En general, el proceso de infeccion de plan-
tas por parte de hongos fitopatégenos incluye
una serie de etapas comunes a diferentes es-
pecies que pueden resumirse en los siguientes
pasos, algunos de los cuales pueden verse en
el esquema mostrado en la Figura 1 para hon-
gos biotrofos (Fig. 1A) y hemibiotrofos en su
etapa biotrofica (Fig. 1B):

1- Unidn de las estructuras infectivas fungi-
cas a la superficie de la planta.

2- Germinacion de conidios y formacion de
estructuras de infeccion en las partes aéreas
del hospedero.

3- Penetracion al hospedero.

4- Colonizacion de los tejidos vegetales.

1- Unién de las estructuras infectivas

fuangicas a la superficie de la planta.

La adhesion de los conidios a la superficie
del hospedero es el primer paso del proceso de
infeccion y es indispensable para llevar a cabo
las etapas posteriores del desarrollo. La natu-
raleza quimica del material usado por las distin-
tas especies fungicas para la unién es variable,
como lo son también las condiciones del medio
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Figura 1: Esquema simplificado de las estructuras infectivas tipicas de un hongo patégeno biotrofico obli-
gado (A), hemibiotréfico en la fase biotréfica (B) y algunas de las vias de sefializacion activadas. Después
de la adhesién del conidio a la supercifie del tejido vegetal, este emite un tubo germinativo (TG) que crece
hasta encontrar una zona de la superficie de la hoja (u otro tejido) donde se fija y desarrolla el apresorio. A
partir de alli se produce la penetracion de la papila infectiva que termina en otra estructura destinada a la
nutricion del hongo, el haustorio. Nomenclatura: MC, membrana celular; MH, membrana haustorial; MeEH,
membrana extrahaustorial; MaEH, matriz extrahaustorial; Avr, factor de avirulencia; Gen R, gen de resis-
tencia (i.e. tipo TIR-NBS-LRR, CC-NBS-LRR), PRR (pattern recognition effector) o ETI (effector-triggered
immunity); MAPK, (Map quinasas); FT, factores transcripcionales.

ambiente que inducen la adhesion. En el caso
del hongo causante del tizon del arroz Magna-
porthe oryzae, la humedad del ambiente o el ro-
cio es necesaria para la hidratacion del mucila-

go que se encuentra en el extremo de la conidia
que se unira a la superficie de su hospedero, en
tanto que Blumeria graminis f. sp. hordei que
produce la enfermedad llamada “oidio” en ce-
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reales, no requiere un medio hidratado en esta
fase inicial porque las esporas liberan cutinasas
que modifican la superficie del hospedero y de
la conidia, tornandolas mas hidrofébicas, favo-
reciendo la unién entre ambas y el desarrollo
posterior del tubo germinativo.

2- Germinacion de los conidios y
formacion de estructuras de infeccion en
las partes aéreas del hospedero.

Los estimulos que determinan la germina-
cion de los conidios son diversos, entre ellos
la estimulacion por contacto, condiciones del
medioambiente (temperatura y humedad) y la
disponibilidad de nutrientes. Durante este pro-
ceso se produce movilizacién de compuestos
de reserva, polarizacion y biosintesis de mem-
branas y pared celular, hasta que finalmente
emerge el tubo germinativo, hifa especializada
que avanza por una corta distancia (ver Fig.1A
y 1B). El tubo germinativo censa la superficie
del hospedero y si se perciben las sefales fi-
sicas y quimicas apropiadas, se inducen una
serie de eventos que finalmente llevaran a la
formacion del apresorio (Fig. 1A'y 1B). De este
reconocimiento participan diversas proteinas
fungicas, como las integrinas, proteinas trans-
membrana que conectan eventos del medio
externo con el citoesqueleto, o las hidrofobi-
nas, que intervienen en el desarrollo de estruc-
turas aéreas y en las interacciones de las hifas
con superficies hidrofobicas.

3- Penetracién en el hospedero.

Para acceder a los nutrientes intracelulares
del hospedero, los microorganismos patoge-
nos deben llegar al apoplasto. Para conseguir-
lo pueden penetrar directamente a través de
aperturas preexistentes como heridas o esto-
mas; o usar una estrategia fisicoquimica com-
binada ejerciendo presion sobre las estructuras
vegetales y secretando enzimas hidroliticas
durante 13permite el anclaje de la hifa infectiva
y posibilita a su vez el crecimiento y fijacion de
otro 6rgano llamado haustorio (ver Fig. 1A).

4- Colonizacion del tejido del hospedero
Después de la penetracion, los hongos se
diseminan a partir del sitio de infeccion. En el
caso de hongos biotrofos o hemibiotrofos en
la primera fase de la infeccion, se establece

un area especializada en intercambio de nu-
trientes en la zona de contacto con la mem-
brana, en la cual se ha detectado la presencia
de transportadores de hexosas, aminoacidos
y otras moléculas. Este tipo de interaccién es
posible debido a que, como ha sido demostra-
do en Colletotrichum y otras especies, en las
areas de contacto los patdégenos enmascaran
los componentes especificos de su pared celu-
lar como quitina, modificandolos quimicamen-
te, y asi evitan ser reconocidos por los siste-
mas de defensa celulares.

En el caso de los biotrofos obligados como
Blumeria graminis f.sp. hordei, patdégeno de la
cebada, cuando la hifa de infeccién se pone
en contacto con la membrana plasmatica de
la célula del hospedero se inicia la formacién
del haustorio, que es una estructura de nutri-
cion del hongo que se desarrolla en el interior
de una célula epidermal por invaginacion de la
membrana plasmatica. El haustorio tiene una
estructura compleja en la que algunos de los
componentes se forman a partir de la mem-
brana celular de la planta llamada membrana
extrahaustorial (MeEH, Fig. 1A) y otros son
producidos por el hongo, como los componen-
tes de la membrana haustorial (MH, Fig. 1A),
matriz extrahaustorial (MaEH, Fig. 1A), etc. A
través de este conjunto de estructuras, el hon-
go absorbe agua, minerales y otros nutrientes
(Catanzariti et al., 2007).

En el caso de los hongos hemibiotrofos, esta
estructura haustorial no llega a desarrollarse
tanto, aunque cumple con las mismas funcio-
nes nutricionales para el hongo (Fig. 1B). En la
segunda fase de desarrollo en los tejidos del
hospedero, los microorganismos hemibiotro-
fos modifican su metabolismo, dando lugar al
crecimiento de un nuevo tipo de hifa, una “hifa
necrotrofica secundaria”, de menor diametro
que puede atravesar la membrana plasmatica,
ramificarse dentro de la célula y destruir poste-
riormente al hospedero.

Patogenos necrotrofos como Botrytis cine-
rea, después de degradar por medio de en-
zimas las paredes celulares del hospedero,
producen una amplia variedad de compuestos
fitotoxicos que afectan importantes procesos
celulares, los que conducen a la degradacion
de componentes estructurales y funcionales de
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la célula del hospedero, los que luego son usa-
dos por el hongo para su propia nutricion.

RESPUESTAS DE DEFENSA

DE LA PLANTA.

En la naturaleza, las plantas estan expues-
tas al ataque de organismos patégenos diver-
sos como virus, bacterias, hongos, insectos
y herbivoros, entre otros. Para hacer frente a
ellos han desarrollado varios mecanismos de
defensa que se desencadenan especificamen-
te luego del reconocimiento del atacante, y que
deben ser regulados para minimizar los efectos
negativos de esta respuesta sobre otros proce-
sos de la célula, como el crecimiento.

Como se dijo, a medida que invaden los te-
jidos del hospedero, las estructuras infectivas
del hongo se ponen en contacto con la pared
celular de las células vegetales y secretan una
serie de enzimas conocidas como enzimas de
degradacion de la pared celular que incluyen,
como se menciond anteriormente, celulasas,
poligalacturonasas, xilanasas y proteinasas
(Fig. 1B). Los fragmentos de pared celular deri-
vados de estas actividades enzimaticas pueden
actuar también como elicitores de la respues-
ta de defensa vegetal, aunque en otros casos
la suprimen. En los sitios donde se produce la
degradacién de la pared celular el hongo acce-
de al apoplasto y su presencia es percibida por
una serie de receptores que se encuentran en
la membrana plasmatica, denominados recep-
tores de reconocimiento de patrones o RRPs,
capaces de reconocer epitopes conservados
dentro de moléculas que son imprescindibles
para la supervivencia del patégeno, las cuales
en conjunto reciben el nombre de MAMPs, por
las siglas en inglés de “Microbial Associated
Molecular Patterns” (Glazebrook, 2005). Entre
estas moléculas se encuentra la quitina, cons-
tituyente especifico de la pared celular de los
hongos que es reconocida por receptores RRP
que poseen un dominio denominado Lys-M. La
union del ligando a estos receptores desenca-
dena una serie de eventos subcelulares que
inducen finalmente la expresién de genes rela-
cionados a la defensa de la planta.

Como senal de la respuesta de defensa des-
encadenada en el hospedero, inmediatamente
debajo del sitio de formacion del apresorio, se

observa un reordenamiento de los componen-
tes del citoplasma y migracion del nucleo, en
los que participan componentes del citoesque-
leto como la actina (Fig. 1B). El espacio entre
pared celular y membrana plasmatica en el si-
tio de penetraciéon comienza a engrosarse por
el depésito de calosa, compuestos fendlicos,
lignina, celulosa, pectina, proteinas como las
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina y peroxi-
dasas, formado la papila que rodea a la hifa de
infeccion. La sintesis, deposicion y ensamble
de todos estos materiales esta acompanada
por la liberacién de especies reactivas de oxi-
geno (ERO) entre las cuales se encuentra el
peréxido de hidrégeno. Las ERO desempena-
rian al menos tres funciones en la defensa de
la planta: (i) crean el ambiente apropiado que
promueve el proceso de lignificacion y la for-
macion de puentes cruzados entre residuos de
aminoacidos de las proteinas de la pared celu-
lar (lo que las torna mas resistentes al ataque
de enzimas fungicas), (ii) poseen también una
accion toxica directa sobre el patégeno frenan-
do su crecimiento, y (iii) sirven como moléculas
sefales para inducir la expresién de algunos
genes relacionados a la defensa.

Alo largo de la evolucion y como modo de su-
perar las respuestas inducidas en la planta, los
hongos fitopatégenos han evolucionado hacia
la produccion de una serie de moléculas deno-
minadas efectores fungicos, las cuales pueden
actuar a distintos niveles. La naturaleza quimi-
ca de estos efectores es diversa, lo que ha difi-
cultado su identificacion. Las plantas resisten-
tes expresan proteinas productos de genes de
resistencia o R (Fig. 1A), capaces de detectar
la presencia de efectores (factores de avirulen-
cia) y desencadenar eventos relacionados a la
transducciéon de senales e.g. cascada de MAP
quinasas (Fig. 1B) que finalmente activan una
defensa efectiva en estos hospederos.

Como consecuencia de esta interaccion, en
la célula en contacto con el agente invasor y
en aquellas que la rodean puede desencade-
narse la respuesta de hipersensibilidad o HR,
que consiste en un complejo pero organizado
mecanismo de suicidio llamado también muer-
te celular programada (PCD), acompafiado de
la induccion de respuestas defensivas locales
(LAR: resistenca local adquirida) y sistémicas
(SAR: resistencia sistémica adquirida), siendo
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estas ultimas efectivas en sitios distantes del
de infeccidn. La respuesta de hipersensibili-
dad es considerada como uno de los factores
mas importantes que frena el desarrollo de los
patdgenos biotrofos o en la etapa biotréfica de
los hemibiotrofos, impidiendo su acceso a los
nutrientes y confinandolo al sitio inicial de la
infeccidon. Sin embargo, en el caso de patdge-
nos necrotrofos, capaces de producir toxinas
que inducen la muerte celular, tiene un efecto
opuesto ya que facilita la colonizacién de las
plantas.

Después del reconocimiento del patégeno
se activan dos vias de transduccion de senales
principales, una dependiente de acido salicilico
y la otra que depende de etileno y acido jasmoé-
nico. En muchos puntos estas vias se interco-
nectan y modulan, fenomeno conocido como
“cross-talk” (Dangl y Jones, 2001; Glazenbrook
et al., 2003). En general y a modo muy simplifi-
cado hasta tanto se diluciden los mecanismos
involucrados en la llamada resistencia horizon-
tal o poligénica, se puede aceptar que la re-
sistencia a organismos biotrofos se establece
a través de la via de transduccién de senales
dependiente de acido salicilico, en tanto que la
resistencia a necrotrofos depende de la via de
etileno/acido jasmonico.

GENOMICA DE HONGOS PATOGENOS

La secuenciacién de los genomas completos
de muchas especies fungicas permitié algunos
avances en el conocimiento de los procesos
bioldgicos relacionados a los mecanismos de
proliferacion de los hongos fitopatdégenos en
los tejidos del hospedero, e influyé en el disefio
de las estrategias de investigacion para tratar
de responder sobre aspectos de este proceso
gue aun se desconocen.

En la actualidad se ha completado la se-
cuenciacion del genoma completo de algunos
hongos causantes de importantes dafios en
cultivos como Magnaporthe oryzae (Dean et
al., 2005) causante del tizon del arroz, Ustilago
maydis, y Fusarium, entre otros; el estado de
los proyectos de secuenciacion de otros geno-
mas fungicos puede ser consultado en www.
ncbi.nlm.nih.gov.

Sin embargo, el analisis de la gran cantidad
de datos generados puede transformarse en
un factor limitante, que requiere la creacion de

mejores herramientas bioinformaticas, la con-
formacion de grupos de investigacion interdis-
ciplinarios para dilucidar la funcién de los nue-
vos genes, y como desafio en el futuro, para
integrar los conocimientos y aplicarlos en la
agricultura a gran escala (Xu et al., 2006).

ESTRATEGIAS BIOTECNOLOGICAS

Después de haber presentado los aspectos
mas sobresalientes de los procesos de inte-
raccion entre plantas y patégenos fungicos, en
esta seccion se pretende dar algunas ideas y
ejemplos de investigacion que tienda a imple-
mentar estrategias agricolas para un manejo
sustentable y eficiente del estrés bidtico en ge-
neral y fiUngico en particular, minimizando el im-
pacto sobre el medio ambiente y la salud, tanto
de consumidores como de operadores de toda
la cadena agroindustrial. Se aborda la busque-
da y utilizacion de biocontroladores (bioinduc-
tores y biopesticidas propiamente dichos) de
origen vegetal y microbiano, la caracterizacion
de genes que pudieran estar involucrados en la
defensa vegetal y la transferencia de los mis-
mMOos por ingenieria genética.

1 -Inductores de la Respuesta de Defensa

de Origen Microbiano y Vegetal

Uno de los procesos naturales que se intenta
aprovechar para el desarrollo de estrategias de
control de enfermedades, es la capacidad que
tienen las plantas de defenderse del ataque de
patdgenos. Como se ha visto, se sabe que las
plantas reaccionan ante un estrés bidtico utili-
zando diversos mecanismos que se manifies-
tan cuando se ponen en contacto con un pato-
geno o con sustancias quimicas derivadas de
éstos. Esta interaccion puede conducir a que la
planta no contraiga la enfermedad o lo haga en
forma muy débil si percibe a tiempo las sefia-
les del patdgeno (inductores o elicitores) y lo-
gra inducir una respuesta de defensa, pero se
enfermara si no logra detectarlas o si lo hace
muy tardiamente (Dangl y Jones, 2001). En el
primer caso se dice que la interacciéon es del
“tipo incompatible” y el patégeno es “avirulen-
to” y en el segundo, se trata de una “interaccion
compatible” y el patégeno es “virulento”.

Un hecho interesante que es la base de una
de las estrategias de proteccion posibles, es
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que algunos patégenos pueden comportarse
como avirulentos con algunos genotipos de
plantas y como virulentos con otros genotipos.
Dicho en otras palabras, esto significa que “por
alguna razén” ese patdégeno puede desenca-
denar una respuesta de defensa en aquellos
genotipos de planta donde establece una in-
teraccion del tipo “incompatible”. La Figura 2
muestra a modo de ejemplo como aislados de
hongos patégenos del genero Colletotrichum
pueden presentar diversos indices de Severi-
dad (IS) de la enfermedad (“antracnosis”) en
frutilla, lo que pone en evidencia la existencia
de patotipos (tipos o genotipos patogénicos).
Hay cultivares de frutilla que se muestran muy
resistentes para algunos patotipos (1<I1S<2)
mientras que son muy susceptibles para otros
aislados del patégeno (4<IS<5); ver como
ejemplo al cultivar Pajaro que presenta gran
resistencia al aislado SS71 mientras que es al-
tamente susceptible al aislado M11.

Este resultado sugiere que cuando las plan-
tas son expuestas a un patdégeno que se com-
porta como avirulento, es decir que establece
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una interaccion del tipo incompatible, no se
enferman (o lo hacen en menor grado) porque
que estos aislados inducen una serie de reac-
ciones fisiologicas que conducen al desarrollo
de una respuesta de defensa. Estudios poste-
riores confirmaron esta hipétesis, demostrando
que el efecto observado se debe efectivamen-
te a la induccién de una verdadera respuesta
de defensa de la planta (Salazar et al., 2007).
Este fendmeno nos permite imaginar que seria
posible utilizar este tipo de interacciones entre
plantas y microorganismos para desarrollar
estrategias alternativas a las convencionales,
para controlar la incidencia de enfermedades
fungicas. Sin embargo, si bien lo antedicho es
cierto, para intentar una aplicacién directa tie-
nen que ser superado algunos inconvenientes
que se discuten a continuacion.

La debilidad de esta aproximacion radica en
que en los campos donde se realiza el cultivo,
muchas veces los agricultores no utilizan una
unica linea genética del cultivo (cultivar o va-
riedad), ni el cultivar especifico para el cual el
biocontrolador (patégeno avirulento) es efecti-

WLEC1 05

mF?
LRC30S

oTRE1LDS

[ 11+

i

[ TR

L1 o]

Cultivares de frutilla

Figura 2: Susceptibilidad de cinco cultivares de frutilla a ocho aislados diferentes de Colletotrichum sp. La
susceptibilidad es evaluada por el Indice de Severidad (IS) utilizando una escala de 1 a 5, siendo 1 muy

resistente y 5 muy susceptible.
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vo. Esta condicién hace que la utilizacion de
ese factor bidtico para inducir la respuesta de
defensa, aunque sea avirulento y efectivo para
una variedad en particular, puede ser capaz de
producir enfermedad en otro cultivar, provo-
cando efectos no deseados en el cultivo.

Para solucionar este inconveniente se propu-
so la utilizacion de patégenos muertos o inacti-
vados que conserven la capacidad de inducir la
respuesta defensiva en el vegetal, o extractos
provenientes de estos microorganismos inacti-
vados, de otros no patégenos que contengan
elicitores de la defensa (mantengan el poder
inductor), o la utilizacion directa de compues-
tos vegetales capaces de intermediar o de ac-
tuar como inductores naturales de la defensa
innata de las plantas.

Como se muestra en la Figura 3, se investigd
la capacidad de extractos estériles de un pato-
geno de frutilla para inducir una respuesta de

IS frente a Colletotrichum

EC SN

defensa en plantas susceptibles de frutilla. Se
pudo probar que la fraccion particulada (EC)
y soluble (sobrenadante, SN) de extractos de
conidios obtenidos del aislado avirulento (M23)
del hongo Colletotrichum fragariae, mostra-
ron capacidad de inducir la respuesta de de-
fensa en plantas sanas de frutilla cuando son
aplicados en forma previa a la infeccién con
un patégeno virulento de C. acutatum, y que
la proteccion adquirida podria perdurar en el
tiempo (ver Fig. 3, EC9, EC30, SN9 y SN30).
Los Resultados mostraron que plantas trata-
das de este modo, no manifiestan sintomas de
la enfermedad aun hasta 50 dias posterior a
la infeccion (ver Fig. 3, EC50 y SN50; DSR =
1) y que ese efecto, del mismo modo que el
producido por el hongo activo, se debia a la
induccion de una respuesta de defensa de la
planta (Chalfoun et al., 2007).

Desde el punto de vista tecnoldgico se po-

O 9 dm
@ 30 dm
B 50 dpi

Cc1 c2

Tratamientos

Figura 3: Evolucion de la enfermedad evaluada como IS (indice de severidad) a los 9, 30 y 50 dpi (dias
posteriores a la infeccién con un aislado virulento de C. acutatum) de plantas de frutilla del cultivar Pajaro
pretratadas con: EC, extracto estéril de conidios del aislado avirulento M23 de Colletotrichum sp.; SN, so-
brenadante estéril de un cultivo del aislado avirulento M23 de Colletotrichum sp.; C1, conidios activos del
aislado avirulento M23 de Colletotrichum sp.; C2, agua destilada estéril. La susceptibilidad es evaluada
por el Indice de Severidad (IS) utilizando una escala de 1 a 5, siendo 1 muy resistente y 5 muy susceptible.
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dria esperar que la utilizacion de estos extrac-
tos fungicos solucione el problema menciona-
do arriba referido a la inconveniencia de usar
patdgenos vivos para el desarrollo de biocon-
troladores. Sin embargo, esta nueva estrate-
gia también puede conllevar aspectos no tan
ventajosos que deben tenerse en cuenta antes
de intentar su utilizacién directa como agente
de biocontrol. Los inconvenientes previsibles
se refieren al grado de especificidad que pue-
den tener estos inductores con el cultivar utili-
zado, es decir, del espectro varietal de accion.
Lo ideal seria que, por una simple cuestion de
amortizaciones y costos, el efecto inductor fue-
ra efectivo en muchas variedades de frutilla y
aun mejor, en otros cultivos vegetales. Dicho de
otra manera, que estos extractos pueden servir
para proteger otras variedades u otras espe-
cies agricolas de sus patégenos mas agresi-
vos. En este sentido, es recomendable realizar
ensayos con otros cultivares y especies vege-
tales para comprobar el grado de especificidad
que pueda manifestar este tipo de elicitores, ya
que si se analiza el origen de ese “inductor” se
podria pensar que se trata de una proteina del
tipo Avr (proteinas del patdégeno que interaccio-
nan especificamente con productos de genes
de resistencia R), y por lo tanto tener efecto
unicamente si son reconocidas por las protei-
nas codificadas por un gen R especifico de la
planta (Datta y Muthukrishnan, 1999). Esta ul-
tima aseveracion se sustenta en la teoria del
reconocimiento “gen-a-gen” propuesta por de
Flor ya en 1956, por lo que deberiamos espe-
rar una respuesta muy especifica, es decir, res-
tringida a una especie e inclusive un cultivar
determinado de la misma. En caso de ser cier-
ta esta hipotesis, deberiamos esperar un rango
de accion muy reducido de estos extractos, por
lo que la aplicacion de esta estrategia, queda-
ria reducida a un numero pequefio de genoti-
pos de una especie vegetal.

En estos casos habria que pensar en otra
aproximacion tecnoldgica que permita un uso
mas amplio de los elicitores de defensa. En
ese sentido, se estan investigando otros com-
puestos de origen natural con resultados inte-
resantes, algunos de los cuales son extractos
inactivos o proteinas purificadas de micro-
organismos como el “harpin” que es una es

una proteina derivada de la bacteria Erwinia
amylovora con actividad elicitora de la defen-
sa, o metabolitos secundarios (no proteicos)
de plantas (Filippone et al., 2001). Se deberia
esperar que el mecanismo de induccion de la
respuesta de defensa utilizado por estos pro-
ductos o compuestos sea menos restringido al
estar mas conservado en el reino vegetal, lo
que permitiria prever un rango de accion ex-
tendido no sélo a otras variedades comerciales
de frutilla sino a otras especies cultivadas. Re-
sultados preliminares obtenidos nos permiten
abrigar esperanzas en esta direccion.

Todos estos resultados, nos hacen entrever
un futuro muy promisorio en las investigacio-
nes orientadas a la extraccion, purificacion y
caracterizacion de moléculas con capacidad
de inducir la respuesta defensiva de las plan-
tas, ya sean de origen vegetal o microbiano,
para la formulacion de bioinductores de amplio
espectro, capaces de tener actividad sobre di-
ferentes variedades de distintos cultivos.

2 Utilizaciéon de Genes Potencialmente

Involucrados en la Respuesta Defensiva

Otra estrategia posible consiste en utilizar
genes involucrados en la defensa vegetal,
que pudieran conferir resistencia total o al me-
nos un incremento parcial de la resistencia en
plantas de interés. Esto deberia lograrse por
expresion homéloga (e.g. cuando el gen que
se introduce por via no sexual proviene de la
misma especie) o heterdloga (e.g. cuando el
gen proviene de una especie distinta a la que
se esta transformando), utilizando herramien-
tas de ingenieria genética. En estos casos,
para incrementar las expectativas de éxito de
esta estrategia, se suelen elegir variedades de
alto potencial productivo pero susceptibles a
las principales enfermedades. La pregunta que
surge es qué tipo de genes convendria consi-
derar y esa pregunta no tiene una respuesta
trivial y es muy dependiente de la especie de
interés y la informacion disponible sobre los
genes que muestren algun valor potencial.

A grandes rasgos y hasta tanto se diluciden
los mecanismos involucrados en la resistencia
poligénica u horizontal, o se disponga de mé-
todos para clonar (aislar) e introducir grandes
porciones cromosomica por una via no sexual,
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Figura 4: Aumento de la resistencia inducida por la expresién heteréloga de un gen de quitinasa (ch5B)
proveniente de Phaseolus vulgaris. A) pHCHI, constructo utilizado para la expresion del gen de quitinasa
en plantas de frutilla (cultivar Pajaro). CMv35s, promotor constitutivo proveniente del virus de mosaico del
coliflor; tnos, terminador proveniente del gen de nopalino sintasa (nos) del plasmico Ti de Agrobacterium
tumefanciens; Pnos, promotor proveniente del gen de la nopalino sintasa del plasmico Ti de A. tumefan-
ciens; toct, terminador proveniente del gen de octopina sintasa (oct) del plasmico Ti de A. tumefanciens;
nptll, gen de la neomicina fosfotransferasa que otorga resistencia a neomicina a los tejidos transformados
de plantas. B) Resultados de ensayos de susceptibilidad al hongo patégeno Botrytis cinerea de hojas de
plantas de frutilla (cv. Pajaro). C1, control de planta no transformada y no inoculada; pBI, control de planta
transformada con el vector de expresion sin el inserto de la quitinasa y no inoculado; ChiA y ChiB, hojas
de dos lineas plantas transformadas obtenidas en forma independiente e inoculadas con el patégeno; C2,
control de planta no transformada e inoculada con el patégeno. La inoculacion se realizé con 10 ul de una
suspencion de 10° conidios/ml. Las hojas fueron colocadas bajo condiciones controladas de temperatura,
luz y humedad, evaluandose el desarrollo de la enfermedad a los 5 dpi. C) Evaluacién de la expresion
(a), indice de susceptibilidad (b) y actividad de la quitinasa en hojas de frutilla (c) no transformada (NT),
transformada con el vector sin inserto (pBl), de lineas transgénicas que expresan (ChiA y ChiB) y que no
expresan (39A, 39B, 35, ChiC) el gen de la quitinasa ch5B; Lizo, proteina utilizada como marcador de peso
molecular correspondiente a Lysozima (figura extraida de Vellicce et al., 2006)v
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se puede decir que los genes involucrados en
la defensa vegetal y por tanto utilizables, pue-
den ser de dos tipos: (/) aquellos asociados a
la respuesta de defensa y (i) los denominados
genes de resistencia de tipo R, los que pueden
ser a su vez de varios tipos diferentes. Para
que esta estrategia pueda tener alguna posi-
bilidad de éxito, es necesario ademas que se
cumplan algunas condiciones. Si se trata de un
gen asociado a la respuesta defensiva, el pro-
ducto de ese gen debe tener una actividad co-
nocida que permita prever una accion deleté-
rea sobre el patdogeno (por ejemplo antibidtica)
y consecuentemente de proteccion a la planta
(Datta and Muthukrishnan, 1999). En cambio, si
se trata de un gen de resistencia tipo R no hace
falta conocer su actividad especifica, pero si
debe tener la capacidad de reconocer al pato-
geno en forma directa o indirecta por medio del
producto de un gen avr del mismo (Axtell and
Staskawicz, 2003; Mackey et al., 2002, 2003).

Entre los genes mas promisorios, se pueden
mencionar aquellos que codifica para alguna
proteina relacionada con la defensa vegetal
como ser: quitinasas, glucanases, entre las
que tienen actividad enzimatica hidroliticas de
componentes de la pared celular de hongos.
Pero también pueden ser de genes que codi-
fican para enzimas que no estan relacionadas
directamente con actividades hidroliticas, pero
estan sin embargo relacionadas a la regula-
cion del metabolismo de especies reactivas del
oxigeno (i.e. glutation S tranferasas o GSTs,
superoxido dismutasas o SODs, peroxidasas,
etc), al transporte de lipidos (i.e. lipooxigena-
sas, LTPs, etc.), o simplemente que no tengan
actividad conocida, pero cuya participacion en
la respuesta de defensa haya sido probada
(i.e. proteinas de transporte de calcio, recepto-
res de etileno, MAMPs, etc.). Particularmente
interesante son aquellos genes que aun cuan-
do sus productos no poseen una actividad an-
tibidtica directa, codifican para proteinas que
participan en la sefalizacion de la respuesta
defensiva, ya sea por que regulan etapas de
la cascada de sefalizacion (i.e. NPR1, GSTs),
o la expresion de genes asociados a la defen-
sa (i.e. genes R) (Tang et al., 1999; Kim et al.,
2002; Tonello et al., 2006; Martinez Zamora et
al., 2008).

En los ultimos anos se ha incrementado el in-
terés por la busqueda de genes de resistencia,
no solo por la posibilidad de utilizacién para la
obtencion de variedades resistentes, sino para
dilucidar mecanismos de control y regulacién
de la respuesta de defensa, y de factores que
determinen la susceptibilidad o resistencia de
la planta hacia un patégeno.

Este planteo permite visualizar al menos,
tres estrategias posibles (no excluyentes) que
pueden contribuir significativamente al mejo-
ramiento fitopatolégico de cultivares. Por un
lado, se podria intentar por ingenieria genética
aumentar la frecuencia de alelos (variantes gé-
nicas) de genes tipo R que contribuyan a incre-
mentar la resistencia a enfermedades. Por otra
parte, se podria bloquear o anular la expresién
de genes de la planta que permiten el progreso
de la enfermedad, o intentar sobre-expresar en
variedades susceptibles, genes cuya actividad
nos permita incrementar la resistencia. De esto
se trata la siguiente seccion.

3 Transferencia de Genes Involucrados

en la Respuesta Defensiva por Ingenieria

Genética

La estrategia consiste en utilizar recursos
genéticos disponibles con alto potencial de
rendimiento, e incorporar por ingenieria gené-
tica unos pocos genes ausentes en los genoti-
pos de partida (variedades o cultivares), que le
confieran un incremento de resistencia a enfer-
medades fungicas. La literatura en ese senti-
do es tan extensa que para lo que se pretende
en este capitulo seria imposible resumirla. Sin
embargo, quisiéramos resaltar dos aspectos
y detenernos solo en uno de ellos: el primero
se refiere al impacto socio-cultural que puede
implicar la introducciéon de OGMs (organismos
genéticamente modificados por ingenieria ge-
nética) en el mercado y el otro, a la factibilidad
de lograr los mismos objetivos por otra metodo-
logia. Con respecto al primer aspecto mencio-
nado, solo diremos que desde el punto de vista
cientifico hay que tener en cuenta por un lado,
que el nuevo genotipo portador de los genes
introducidos mantenga o mejore sus propieda-
des en relacién a la salud de consumidores y
operarios, y por otra parte, que los nuevos ge-
nes no puedan transferirse sin control a otras
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especies vegetales emparentadas. Respecto
de la posibilidad de alcanzar el mismo objetivo
con otra aproximacion tecnolégica, como por
ejemplo la mejora genética convencional o cla-
sica, en este caso habria que evaluar el costo
real, es decir, por ejemplo contraponer el tiem-
po necesario para introducir la caracteristica
por la via convencional, con el requerido para
lograr la desregulacién y la autorizacién de uso
del cultivar transgénico. También habria que
conocer previamente, si la caracteristica gené-
tica a transferir estd o no en un germoplasma
que pueda cruzarse y dar descendencia fértil
con la especie cultivada o variedad que se de-
sea mejorar.

Como ejemplo vamos a mencionar la inte-
raccion entre frutilla y dos patdégenos fungicos:
Colletotrichum acutatum y Botrytis cinerea. El
primero causante de la enfermedad llamada
antracnosis y el segundo de la podredumbre o
moho gris. Como puede verse en la Fig. 2, estu-
dios fitopatoldgicos realizados de la interaccion
entre genotipos de Colletotrichum con distin-
tos cultivares de frutilla (Fragaria x ananassa),
muestran que un aislado particular de hongo
puede atacar con distintos grados de severi-
dad a diferentes cultivares de frutilla y también,
que un cultivar de frutilla puede ser afectado
de manera diferente por distintos aislados de
hongos patdgenos. Este resultado claramente
muestra que no solo hay variabilidad genética
en los hongos patégenos para el caracter de
patogenicidad\virulencia, sino que en la fru-
tilla hay también variabilidad genética para el
caracter de resistencia. Este dato es de gran
importancia para analizar distintas estrategias
alternativas para otorgar a cultivares de fruti-
lla resistencia a la antracnosis o al moho gris.
Esto significa que habra que analizar bien, cual
metodologia, si la clasica o la de transgénesis,
conviene utilizar para transferir la caracteristica
desde el material genético poco domesticado
a otro mas domesticado. Concretamente todos
los programas de mejoramiento genético del
mundo intentan contestar esta pregunta.

Sin embargo, puede ocurrir que un cultivo
determinado no muestre variabilidad genética
para el caracter de resistencia hacia un pato-
geno, por lo que no seria posible mejorar el cul-
tivo por una aproximacion convencional (e.g.

cruzamientos y seleccion) y la obtencion de un
OGM que exprese un gen heterdlogo que con-
fiera resistencia, podria ser un alternativa muy
adecuada. Este el caso de la interaccion entre
frutilla y Botrytis: no se encontré ninguna va-
riedad de frutilla con resistencia hacia Botrytis,
por lo que se decidid incorporar la resisten-
cia por ingenieria genética. En la Figura 4 se
muestran resultados obtenidos para una varie-
dad de frutilla (Pajaro) susceptible a la enfer-
medad de moho gris. La estrategia consistio en
la expresion de un gen heterdlogo (ch5B) que
codifica para una proteina (Ch5B) del tipo PR
asociada a la respuesta de defensa en poroto
o Phaseolus vulgaris. En la Figura 4A se mues-
tra la construccion utilizada para transformar el
cultivar Pajaro de frutilla, con la cual se obtu-
vieron dos lineas transgénicas que expresaban
la quitinasa en forma correcta y activa: ChiA'y
ChiB. También (Figura 4B) se muestran los
resultados de un ensayo de infeccion con Bo-
trytis en hoja desprendida, en el que se puede
apreciar el grado de proteccién conferida por la
expresion del transgen (o gen introducido por
ingenieria genética) en plantas transformadas
(ChiAy ChiB), en comparacion con controles no
transformados (C1, C2) o transformados con el
plasmido sin el inserto del gen ch5B (pBl) (Ve-
llicce et al., 2006, Qin et al, 2008). Esta enfer-
medad es de gran incidencia en casi todos los
agro-ecosistemas donde se cultiva frutilla en el
mundo. El gen ch5B utilizado codifica para una
proteina con actividad quitinasa, cuya actividad
antifungica ya habia sido previamente probada
(Benhamou et al., 1993). Estos resultados per-
miten comprobar que la expresion de ese gen
de quitinasa es capaz de disminuir la suscepti-
bilidad (IS) de este cultivar hacia Botrytis (Fig.
4Cay 4Cb)y que ese caracter estaba asociado
a la actividad de esta quitinasa (Fig. 4Cc).

Otra estrategia interesante para el manejo
de Botrytis en frutilla es aquella reportada por
Hanhineva (2008). Su propuesta consistié en
utilizar las propiedades antifungicas de las iso-
flavonas, sobre-expresando uno de los genes
responsables de su sintesis, la estilbeno sinta-
sa, en genotipos sensibles de frutilla. Asi pudo
demostrar que esta aproximacion transgénica
también permite obtener cultivares de frutilla
con tolerancia al moho gris incrementada.
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Estos resultados muestran claramente que
la via de la modificacion genética por transgé-
nesis, es una estrategia posible y puede contri-
buir efectivamente al manejo de enfermedades
producidas por patdégenos fungicos, disminu-
yendo los riesgos de efectos nocivos para el
medio ambiente y la salud humana, que tienen
los fungicidas de origen sintético.

4 Conclusiones

En este capitulo se mostré como el conoci-
miento basico de los mecanismos de defensa
y los factores involucrados en la respuesta
defensiva o en la resistencia, permite disenar
desde la biotecnologia, métodos racionales,
sustentables e integrados, para afrontar el de-
safio que significa el control de enfermedades
fungicas en la agricultura, dentro de un marco
de proteccion de la salud humana y del medio
ambiente. Sin embargo, no podemos dejar de
mencionar que hay aun un largo camino por
recorrer, tanto para establecer protocolos vali-
dados a campo como para lograr que la desre-
gulacién de transgénicos, no afecte el progreso
esperado y la disponibilidad de esta herramien-
ta en los paises menos desarrollados. Estos
resultados también estimulan a continuar con
el desarrollo de nuevas lineas de investigacion
que, con una base fuertemente cientifica, pue-
dan brindar sustentabilidad social, econémica
y ambiental a la agricultura, que es la base an-
cestral y moderna de la produccién de alimen-
tos y por ende, del desarrollo de la humanidad.
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V.CAPITULO 9

Utilizacion de cultivos de tejidos
para la obtencién y conservacién
de plantas libres de
enfermedades.

Vilma C. Conci.

Cultivo de meristema

El cultivo de meristema ha sido utilizado con
éxito para distintos objetivos, entre ellos la ra-
pida clonacion de material deseable (micropro-
pagacion), la conservaciéon de germoplasma a
bajas temperatura (criopreservacion), y la ob-
tencion de plantas libres de patégenos sistémi-
cos, entre ellos los virus.

Esta técnica consiste en aislar el meristema
(explanto) y sembrarlo en un medio de cultivo
adecuado que posibilite el desarrollo de una
planta completa. El término cultivo de meris-
tema por lo general, no es correctamente em-
pleado, ya que en la mayoria de los casos, se
siembra el domo meristematico acompanado
por uno o dos primordios foliares. EI domo es
una estructura generalmente menor a 0,1 mm
muy dificil de extraer en forma aislada, y de la
cual resulta con frecuencia complicado obtener
una planta completa. Para ello, es necesario
un medio de cultivo con concentraciones de
hormonas y sales equilibradas y condiciones
ambientales estrictas, por consiguiente, esto
ha llevado a que los resultados en ese sentido
sean muy pobres. Por esta razén, en la mayo-
ria de los casos, se utiliza el domo meristema-
tico acompanado de 1 6 2 primordios foliares.
Quizas lo aconsejable seria utilizar el término
cultivo de “yema”, “brote” o “tallo”. A pesar de
ello, utilizaremos la denominacién cultivo de
meristema por ser esta la terminologia mas di-
fundida, aunque no estrictamente correcta.

En general se considera que las plantas
provenientes del cultivo de meristema son
idénticas, u homologas, a la planta madre de
donde se extrajo el explanto. Por el contrario,
las plantas derivadas de otros tejidos como ca-
llos, nucela, primordios florales o protoplastos,
usualmente presentan distintos grados de va-

riabilidad. Esto ultimo no es deseable para la
produccién de plantas libres de virus, donde
el objetivo que se persigue es mejorar la sani-
dad de la planta sin modificar sus cualidades
agronomicas. Es importante aclarar que han
sido reportadas ciertas mutaciones en plantas
provenientes de cultivo de meristema, pero con
mucha menos frecuencia y menos importantes
que las detectadas con otros sistemas de ob-
tencion de plantas in vitro.

Eliminacién de virus

Los virus de plantas son responsables de
importantes pérdidas en los rendimientos, lle-
gando en algunos casos a ser limitantes para
el cultivo. La mayoria de ellos no se transmiten
por semilla, por lo tanto, las especies que se
multiplican por esta via, tienen la posibilidad de
liberarse de estos patégenos en forma natural.

Por otra parte, las especies que se propa-
gan exclusivamente en forma agamica no tie-
nen esta ventaja. Cuando son infectadas sis-
témicamente por virus, estos son transmitidos
desde la planta madre a la descendencia con
alta eficiencia. Esta situacion permite que la in-
feccidn continde de generacién en generacion
y se disemine a diferentes regiones a través del
comercio de estos propagulos (bulbos, tubér-
culos, esquejes, etc.). Ejemplo de ello son ajo,
frutilla, frutales de carozo o pepita, yuca, papa,
batata y numerosas especies ornamentales.
En estos casos, la obtencion y multiplicacion
de plantas libres de virus por medios artificiales
juega un papel importante para mejorar la pro-
duccion y calidad.

Una larga lista de especies han sido liberadas
de virus a través de la regeneracion de plantas
in vitro. El sistema mas frecuentemente utiliza-
do y con mayores éxitos, es el cultivo de me-
ristema suplementado, en algunos casos, por
tratamientos de termoterapia o quimioterapia.

Distribucion de los virus en las plantas

Los virus en las plantas no estan uniforme-
mente distribuidos. En las infecciones sistémi-
cas, algunos estan limitados al floema o a po-
cas células parenquimaticas adyacentes, otros
involucran a todas, o casi todas las células de
la planta. Algunos virus, dejan sectores sin in-
fectar y s6lo unos pocos invaden los nuevos
tejidos meristematicos.
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Los meristemas suelen tener pocos o ningun
virus. Las razones para ello no estan esclareci-
das completamente pero se mencionan como
posibles las siguientes:

1.-Sistema vascular poco diferenciado. Los
virus son rapidamente transportados a lo largo
de toda la planta por el floema, y asi se dis-
tribuyen sistémicamente. Los meristemas no
tienen tejido vascular formado por lo tanto el
avance es solamente a través del movimiento
célula a célula. Se comprobd que el Tobacco
mosaic virus (TMV) y el Potato virus X (PVX)
avanzan 1 a 8 cm/h por el tejido vascular y 5
a 15 um/h célula a célula. Por esta razén se
supone que las células meristematicas no es-
tan completamente invadidas por virus cuando
estan en activo crecimiento.

2.- Alta actividad metabdlica. Presumible-
mente es mas dificil para un virus invadir cé-
lulas con alta actividad metabdlica, como las
células meristematicas donde esta ocurriendo
activa mitosis.

3.-Altas concentraciones de auxinas. Se ha
observado que altas concentraciones de 2,4-D
en el medio de cultivo inhibe la multiplicacion
de los virus. Por lo tanto se puede suponer que
las altas concentraciones de auxinas enddge-
nas existentes en los apices meristematicos
pueden producir un efecto similar.

4.- Algunos experimentos sostienen la hi-
potesis de que la habilidad de los meristemas
para escapar de las infecciones virales se
debe a un mecanismo de silenciamiento ge-
nético viral ocurrido en células meristematicas,
cuyo objetivo es la degradacién del ARN viral.
El silenciamiento génico es un mecanismo de
regulacion mediante el cual la célula impide la
expresion de un gen. El silenciamiento génico
postranscripcional implica la degradacion de
un ARN mensajero, impidiendo su traduccion
y de esta forma evitando la sintesis de la pro-
teina correspondiente. Este proceso comienza
en la célula a partir de ARN de doble cadena
(ARNdCc), el cual es procesado por una ARNa-
sa tipo Ill denominada Dicer (o Dicer-like en
plantas). El procesamiento genera fragmentos
de 21-26 nucledtidos denominados pequenos
ARNs de interferencia (siARN). El siARN se
une al complejo de enzimas que degradaran
el acido nucleico (RISC, complejo de silencia-

miento inducido por ARN); este complejo sepa-
ra la doble hebra del siARN y une sélo una de
ellas. La hebra de siARN actuara como guia en
la identificacion de los ARNs mensajeros blanco
de degradacion a través del apareamiento de
secuencias complementarias.

En algunos organismos como plantas e in-
sectos, este proceso sirve como defensa fren-
te a virus, ya que la mayoria de ellos producen
ARN de doble cadena en alguin momento del
ciclo infectivo. El mecanismo de silenciamiento
puede inhibir la acumulacién de virus en una cé-
lula e impedir que se difunda, dado que existe
un proceso de diseminacion sistémica del silen-
ciamiento. Es decir, que la induccién del silen-
ciamiento en la zona de infeccién genera una
sefal movil que inicia el silenciamiento en zonas
distantes del organismo. Esta sefal podria mo-
verse a través del floema, o de una célula a otra
por plasmodesmos.

Existe ademas un mecanismo basado en un
principio similar que regula la expresion de ge-
nes endéngenos.

Algunos trabajos proponen un modelo de de-
fensa en el cual ciertas proteinas involucradas
en el silenciamiento suministran una senal que
gatilla una inmediata respuesta de silenciamien-
to contra el virus en las zonas de crecimiento y
en las nuevas hojas emergentes. De este modo
el mecanismo de sefial de silenciamiento podria
explicar, al menos en parte, porque algunos vi-
rus, no invaden los meristemas de plantas in-
fectadas.

Factores que pueden afectar la

produccioén de plantas libres de

patéogenos sistémicos

Varios factores pueden afectar el desarrollo
in vitro de una planta a partir de un meristema:
el medio de cultivo empleado, el estado fisiolo-
gico del explanto, la concentracion de hormo-
nas endogenas, las contaminaciones internas
o externas producidas durante el desarrollo del
cultivo, el tamafio y localizacion del explanto,
etc. Mencionaremos aqui algunas consideracio-
nes haciendo especial referencia a aquellas que
afectan la obtencion de plantas libres de virus.

Localizacion del explanto. Frecuentemen-
te se utilizan meristemas apicales y axilares
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con buenos resultados para la produccion de
plantas libres de virus. Sin embargo es aconse-
jable el uso de yemas terminales ya que tienen
un mayor crecimiento potencial que las yemas
laterales. En general los meristemas mas j6-
venes se desarrollan mejor que los viejos y
producen mas plantas libres de virus que las
yemas laterales, probablemente porque tienen
un crecimiento mas activo que las axilares. Sin
embargo también es posible la obtencién de
plantas sanas a partir de yemas axilares.

Estacion o momento de la extraccion:
los meristemas en activo crecimiento son los
mas recomendados por su alto potencial de
desarrollo. Esto también favorece las posibili-
dades de obtener plantas libres de virus. Para
especies vegetales con periodos de dormancia
definidos los mejores resultados se obtienen
cuando los meristemas estan despiertos y co-
mienzan a brotar. En el caso de ser necesario
inducir la brotacion, los tratamientos mas usa-
dos consisten en someterlo a periodos de frio
(variable segun la especie), y/o el uso de acido
giberélico.

Tamaino del explanto utilizado. El meriste-
ma necesita una serie de requerimientos nutri-
cionales para cumplir sus funciones de auto-
perpetuacion y de generar células para formar
tejidos definidos. Por lo tanto al ser retirado de
la planta debe ser sembrado en un medio de
cultivo apropiado, asi rapidamente desarrolla
una planta completa. Cuanto mas pequefio
sea el meristema mas dificil sera encontrar
el medio de cultivo adecuado que permita un
buen desarrollo. Se ha observado que sembrar
so6lo el domo meristematico, en general, no da
buenos resultados. En la mayoria de los casos
so6lo produce callo que luego puede regenerar
plantas. Como se menciond anteriormente, la
diferenciacién a partir de callo implica un in-
cremento en la posibilidad de mutaciones y
variabilidad no deseada cuando se intenta ob-
tener plantas genéticamente iguales a la planta
donante del explanto. Por esta razén general-
mente se cultiva el domo, con uno o dos pri-
mordios foliares, a partir del cual se obtiene
con frecuencia una planta completa.

El tamano del explanto asi como el nume-
ro de primordios que deba poseer, dependera
en cada caso del objetivo que se persiga, la

especie vegetal que se trate y el, o los, virus
involucrados. En términos generales, cuanto
mas grande resulte el explanto mayor sera la
posibilidad de regenerar plantas, pero menor
la posibilidad de obtener plantas libres de vi-
rus. Si por el contrario se parte de plantas ya
saneadas, o lo que se desea es so6lo la multi-
plicacion del material in vitro, se podran usar
yemas o brotes de mayor tamafio y asegurar
asi el desarrollo de una planta sin mayores re-
querimientos nutricionales.

Existe un gradiente de incremento de con-
centracion de virus desde el domo meristema-
tico hacia los sucesivos primordios, que coinci-
de con la diferenciacion. Esto significa que la
probabilidad de obtener plantas libres de virus
es inversamente proporcional al tamafo del
explanto utilizado. Explantos entre 0,2 y 0,5
mm son los que mas frecuentemente producen
plantas libres de virus. Sin embargo, también
se han reportado buenos resultados con el em-
pleo de meristemas mas grandes. El tamafo
recomendado es variable y depende del hos-
pedante, de los tratamientos previos (termote-
rapia, quimioterapia, etc.) y el, o los, virus invo-
lucrados. En algunos casos, no sélo es impor-
tante considerar la especie de hospedante sino
también el cultivar, ya que se han detectado
notables diferencias entre ellos.

Por otra parte, es probable que el tamafio del
meristema por si solo no sea el que determina
el éxito en la obtencién de plantas libres de vi-
rus. Se han detectado numerosos virus en me-
ristemas apicales de 0,1-0,5 mm en diferentes
especies (clavel, Nicotiana rustica, N. cleve-
landii, Chenopodium amaranticolor, poroto, ta-
baco, tomate, petunia, papa). Sin embargo se
ha logrado la obtencién de plantas sanas con
explantos de esos tamafios, o mayores, por lo
que se podria suponer que la eliminacion de
virus ocurre también durante el proceso de cul-
tivo in vitro o por alguna otra razén no aclarada
todavia.

Desarrollo del cultivo

El primer paso es la extraccién del meriste-
ma o explanto. Para ello se corta una porcion
de tejido de aproximadamente 1 cm que in-
cluye el meristema y se desinfecta. Frecuen-
temente se realiza mediante una inmersién en
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alcohol seguido de hipoclorito de sodio o cal-
cio. Luego este trozo es llevado a una camara
de flujo laminar y con la ayuda de instrumental
estéril y una lupa estereoscopica se procede a
la escision del explanto. Una vez extraido se
coloca en un medio de cultivo adecuado y es
mantenido bajo condiciones apropiadas de luz,
temperatura y humedad para el desarrollo.

Fase I. Etapa de iniciacién. El objetivo de
esta etapa es el desarrollo del explanto en
forma aséptica. En general ocurre primero un
aumento del tamano y luego el tejido puede ir
tornandose lentamente verde. Posteriormente
iran desarrollandose brotes o plantas comple-
tas y a partir de estas se pueden obtener ye-
mas axilares.

Fase Il. Etapa de multiplicaciéon. En esta
etapa el objetivo es la multiplicacion activa del
explanto para la produccién de numerosas
plantas a partir de una, constituyendo asi un
clon proveniente de un solo meristema, al que
se conoce como mericlon. La multiplicaciéon o
micropropagacion puede efectuarse por proli-
feracion de brotes axilares, brotes adventicios,
formacion de embriones somaticos, etc., tra-
tando siempre de evitar la formacion de callo
como paso previo a la diferenciacion. La etapa
de multiplicacion puede involucrar varios repi-
ques del material a medio de cultivo fresco. Se
ha visto con frecuencia que la tasa de multipli-
cacion varia con el tiempo de permanencia del
explanto en el medio de cultivo. Es frecuente
que después de 2 6 mas subcultivos aumente
el numero de yemas que se producen a partir
de un explanto. No es aconsejable mantener el
material indefinidamente en esta etapa ya que
se ha observado un aumento de la variabilidad
cuando las plantas son mantenidas por largos
periodos en estas condiciones. En general se
considera que 10-12 subcultivos es lo maximo
que deberia mantenerse el material en esta
etapa.

Fase lll. Etapa de acondicionamiento para
el transplante a tierra. Frecuentemente las
plantas desarrolladas in vitro no poseen raices
o si las tienen muchas veces no son funciona-
les; y en general, tiene malas conexiones vas-
culares con el tallo. A nivel foliar puede estar al-
terada la produccion de clorofila. Los estomas
suelen no funciona o hacerlo muy lentamente,

y la capa de cera epicuticular es muy reducida.

La formacion de raices adventicias es rela-
tivamente facil de conseguir en plantas her-
baceas, y dificil en lefiosas. Existe una etapa
de induccidén de raices, de iniciacion del creci-
miento y de elongacion de las mismas. En esta
fase del crecimiento se suele incrementar la
intensidad de luz para favorecer la rusticaciéon
de las plantas, pero hay que cuidar que ésta
no afecte a las raices. Se puede mejorar esto
cubriendo con aluminio la base de los tubos o
usando 0,3% de carbon activado en el medio
de cultivo para proporcionar sombra a las rai-
ces.

En las plantas que se propagan por bulbos,
tubérculos, rizomas, etc., se puede inducir la
formacion de los mismos in vitro para mejorar
la eficiencia en el transplante, ya que éstos
pueden ser cosechados del tubo de ensayo y
sembrados directamente en tierra sin mayores
dificultades.

Transplante. En el momento del transplan-
te, es importante no danar las raices. Es nece-
sario lavarlas cuidadosamente para retirar los
restos de agar, debido a que los medio de cul-
tivo ofrecen un buen sustrato para el desarrollo
de hongos y bacterias que pueden afectar el
desarrollo de la planta en el suelo.

El mayor problema en esta etapa, es la des-
hidratacion debido a algunas caracteristicas
de las plantas cultivadas in vitro: reducida cera
epicuticular, lentitud de movimiento estomatico,
abundantes espacios intercelulares, dificulta-
des en las conexiones del tallo y la raiz. Por lo
cual conviene transferir las plantas a macetas y
mantenerlas con alta humedad relativa por los
primeros 15 dias. También se han observado
buenos resultados con el uso de rocio artificial
o neblina. Otra practica frecuente es cubrir las
plantas con polietileno o recipientes de vidrio
transparente, a modo de camara humeda, y
descubrirlas progresivamente hasta destapar-
las completamente al cabo de 3 6 4 semanas.

Multiplicacion del material ex vitro

Las plantas libres de patdgenos deben ser
multiplicadas bajo condiciones controladas
para evitar su recontaminacion. Una vez rus-
ticadas y adaptadas nuevamente a las condi-
ciones ex vitro pueden ser multiplicadas bajo
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jaulas anti-vectores todo el tiempo que se
considere necesario. En esta etapa es impor-
tante evitar que las plantas se reinfecten. Es
recomendable la esterilizacion del suelo para
evitar la contaminacién con nematodes y hon-
gos que en algunos casos son transmisores
de virus. Las jaulas deben estar revestidas de
malla muy fina para evitar la entrada los vec-
tores. Por la misma razoén, es recomendable
una doble puerta de acceso. Periédicamente
la malla debe ser controlada para detectar ro-
turas. Es recomendable aplicar insecticidas y
mantener libre de malezas, que puedan actuar
como reservorio de vectores tanto dentro como
fuera de la jaula. Si bien el material introducido
a las jaulas debe ser previamente controlado
respecto a su sanidad, es conveniente, en esta
etapa, repetir los analisis para detectar rapida-
mente si se evidencia una infeccién y eliminar-
la antes de que se propague. En estas condi-
ciones es posible mantener “plantas madres”
por mucho tiempo, como un stock de material
libre de virus a partir del cual realizar sucesivas
multiplicaciones.

La etapa de multiplicacién masiva, o a gran
escala, se realiza a campo en areas aisladas
de focos de contaminacion. Esta etapa se ex-
tiende todo el tiempo necesario hasta obtener
el numero requerido de individuos como para
realizar una produccién comercial. Si el area
protegida esta lo suficientemente alejada de
plantas infectadas y se evita el acceso de los
vectores, es posible mantener estas plantas
por muchos ciclos de cultivo. Son fundamen-
tales en esta etapa los analisis periddicos que
permitan llevar un registro del estado sanitario
del material.

Alternativas para mejorar la eficiencia en

la produccion de plantas libres de virus

Termoterapia. Es la técnica mas antigua
utilizada para la liberacion de patégenos en
plantas. Pero sélo con el empleo de altas tem-
peraturas, dificilmente se consigan plantas li-
bres de virus. Mantener las plantas enfermas
por periodos prolongados a altas temperaturas
disminuye la concentracién de virus en la plan-
ta, pero al llevarlas nuevamente a condiciones
normales, en poco tiempo recuperan el nivel
original.

Una practica muy usada es la combinacion
de la termoterapia y el cultivo de meristemas.
Esto implica mantener las plantas en termote-
rapia por un periodo variable de tiempo y tem-
peratura (entre 34 y 38°C desde una a varias
semanas), luego se realiza la extraccion del
meristema, se siembra en el medio de cultivo y
se continua con los pasos convencionales para
su desarrollo.

Esta practica no es efectiva para todos los
virus por igual, depende del virus y del hospe-
dante. Se ha visto que un mismo virus en dis-
tintas especies se inactiva en forma diferente.
Generalmente esta practica ha resultado mas
efectiva en virus de particulas alargadas, y me-
nos eficiente para virus poliédricos.

Podria suponerse que cuanto mas largo es
el tratamiento con calor seria mas efectivo, sin
embargo no resulta siempre asi. En crisantemo
y ajo, por ejemplo, se ha observado que tra-
tamientos de 10-30 dias pueden ser efectivos
para la liberacion de algunos virus, en cambio
tratamientos mas prolongados no siempre pro-
ducen mayor porcentaje de plantas sanas. Ade-
mas dificultan la implantacion del tejido acon-
diciones in vitro, traduciéndose en un numero
menor de plantas obtenidas.

En algunos casos la combinaciéon de bajas
temperaturas (5°C) seguido del cultivo de me-
ristema fue utilizada con éxito para la limpieza
de virus. Esta practica se aplico sobretodo en
el caso de viroides, que se desarrollan bien con
altas temperaturas.

Quimioterapia. El uso de antivirales seria la
solucién definitiva para estas enfermedades,
sin embargo hasta ahora no se ha encontrado
un compuesto asi. Algunas sustancias quimicas
ocasionan una disminucion en la concentracion
de virus, y atentuan o suprimen los sintomas
que produce la infeccion, pero suspendido el
tratamiento se recupera la concentracion viral.
Se han evaluado diferentes sustancias, la mas
utilizada es la Ribavirina (1-b-D-ribofuranosyl-1,
2, 4—triazole—3-carboxamide, Virazole™ es el
nombre comercial). Sin embargo un problema
importante con este compuesto es su fitotoxici-
dad, que depende de la dosis empleada y de la
especie tratada. El éxito del proceso en muchos
casos requiere de varios meses de tratamiento
y la fitotoxicidad puede constituir una dificultad.

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal I| 485



Un modo adecuado de empleo de los antivi-
rales es la combinacion con el cultivo de me-
ristema. En algunos casos han sido aplicados
directamente a los meristemas in vitro, colo-
cando el antiviral en el medio de cultivo. Las
plantas son mantenidas bajo la accién del an-
tiviral por largos periodos que incluyen varios
subcultivos.

También se han obtenido plantas libres de
virus a partir de callos a los que previamente se
aplicé Ribavirina, aunque la practica no ha sido
eficiente en todos los casos.

Electroterapia. EI método consiste en apli-
car corriente eléctrica a yemas por un periodo
variable de tiempo para obtener plantas libres
de patégenos. Se supone que la aplicacion de
electricidad produce la degradacion de las par-
ticulas y pérdida de infectividad. Esta técnica
ha sido implementada para liberar de mosaico
al almendro cv Caetanuccia. En este caso, bro-
tes de 9,6 mm se sometieron a 500 V por tiem-
pos variables y luego se injertaron sobre pies
sanos (obtenidos por semilla). Con 5 minutos
de tratamiento los resultados fueron buenos, y
con 20 minutos se obtuvo completa inactiva-
cion viral. El método también ha sido emplea-
do para eliminar bacterias de cafia de azucar,
Potato leaf roll virus de papa, Dasheen mosaic
virus de araceas y Banana streak virus de ba-
nana, entre otras. La eficiencia de la técnica
puede depender del cultivar, el patégeno vy el
genotipo.

Cultivo de domo proveniente del disco ba-
sal (del inglés, stem-disc dome culture). El pro-
cedimiento consiste en la obtencion de plantas
libres de virus a partir del cultivo de estructuras
con forma de domo, diferenciadas a partir del
cultivo del disco basal de dientes de ajo. Se
ha informado la diferenciacién de 20-30 brotes
a partir del cultivo del disco basal de dientes
de ajo en 1 mes de cultivo. Originalmente, el
método se llamo cultivo del disco basal (stem-
disc culture). Una modificacion posterior de
esta técnica que consiste en la extraccion de
las estructuras con forma de domo y su cultivo
en medio adecuado, permite obtener plantas
libres de virus.

Microinjerto de apices caulinares in vitro
para obtencién de plantas de naranjo libres de
virus. La técnica consiste en extraer el meriste-

ma de la variedad a injertar, y luego sembrarlo
sobre la superficie decapitada del epicotilo de
una plantula proveniente de semilla crecida in
vitro. Se trabaja con plantulas crecidas in vitro,
de aproximadamente 2 semanas de edad. Se
las extrae del tubo y se corta el epicétilo y el
apice de la raiz (dejando un trozo de 4-6 cm).
Los cotiledones y yemas axilares también se
eliminan. En la base del tallo cortado se practi-
ca una incision en forma de "T" invertida, don-
de se coloca el meristema (domo con 1, o 2
primordios foliares) proveniente de la planta
de campo que se desea injertar. Las plantas
microinjertadas se colocan en medio de cultivo
adecuado para su desarrollo, y cuando tienen
2-3 hojitas, se injertan en plantas normales de
vivero.

Analisis de las plantas obtenidas

Como hemos visto existen varias alternati-
vas para obtener plantas libres de virus a partir
del cultivo de meristemas, y si bien contamos
con lineamientos o consideraciones generales
para aumentar las posibilidades de éxito, no
hay proceso que ofrezca total seguridad. La
etapa decisiva en este sistema es el analisis de
las plantas obtenidas, cuando comprobamos si
realmente se alcanzé el objetivo. Empleando el
mismo protocolo, en el mismo momento, con el
mismo material, es posible obtener plantas sa-
nas y plantas que aun permanecen infectadas.
Por lo tanto, la unica forma de diferenciarlas
sera mediante pruebas o tests que establezcan
su estado sanitario. El éxito de un programa
de produccion de plantas libres de virus no de-
pende de la obtencion de un alto porcentaje de
plantas sanas en al primera etapa, sino de al
menos unas pocas plantas madres realmente
libres de patégenos, que luego podremos mul-
tiplicar por diferentes sistemas. Es recomenda-
ble analizar las plantas madres mas de una vez
para asegurar su sanidad, es preferible que
sea en etapas diferentes a lo largo del proceso,
y en lo posible por técnicas distintas.

Para realizar un analisis confiable hay que
tener en cuenta varios factores que son espe-
cificos para cada combinacién planta-patoge-
no. La eleccion de la técnica de analisis depen-
dera del patdgeno y de las posibilidades para
realizarla. Es importante el empleo de sistemas
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de alta sensibilidad que nos permitan detectar
los virus aun en bajas cantidades. Sin embargo
no existe una prueba que sea infalible, siempre
hay un limite de concentracion del patégeno por
debajo del cual no puede ser detectado. Para
evitar errores en este sentido es recomenda-
ble tener en cuenta algunas consideraciones.
Como ya se ha mencionado, la concentraciéon
de virus no es igual en todas las partes de una
planta, por lo tanto, es recomendable estable-
cer en que tipo de tejidos u 6rganos se con-
centra el patégeno, y realizar la prueba a partir
de ellos. Del mismo modo, se ha comprobado
que existen fluctuaciones en la concentraciéon
viral a lo largo del ciclo de cultivo, por lo tanto
es conveniente realizar las pruebas en varias
ocasiones o bien, si se conoce, en aquel punto
en que virus alcanza su mayor titulo. Esto es
sobretodo importante cuando se prueba el ma-
terial transferido a campo.

Cuanto mas temprano descartemos las
plantas contaminadas mas seguro sera el sis-
tema. Una planta infectada siempre es un foco
de contaminacion, y por mas cuidados que se
tengan siempre se corren riesgos. Cuando las
plantas estan in vitro, en general, la concen-
tracion de virus es muy baja, probablemente
debido a las condiciones de cultivo, la concen-
tracion de hormonas en el medio, u otros facto-
res no muy claros. Sin embargo las plantas no
deben dejar de analizarse en esta etapa.

Frecuentemente se menciona el empleo de
la técnica inmunoenzimatica de doble sand-
wich de anticuerpos (DAS-ELISA). Esta téc-
nica tiene varias ventajas: permite el analisis
simultaneo de muchas muestras (96 celdas por
placa, varias placas por ensayo), es relativa-
mente facil y de bajo costo. Sin embargo, no es
lo suficientemente sensible como por ejemplo
para detectar virus en muestras de plantas in
vitro. En estos casos, muchas de las plantas
in vitro que dan resultados negativos median-
te DAS-ELISA resultan positivas cuando se
prueban por otra técnica mas sensible. Algu-
nas variantes como ELISA en membrana de ni-
trocelulosa, o dot blot (las proteinas se aplican
directamente en las membranas, sin pasar por
los procesos de electroforesis y transferencia;
el revelado es similar al de un western blot),
también han sido empleadas con resultados

satisfactorios, sin embargo cuando se las utili-
za solas fallan en la deteccién de muchas plan-
tas infectadas (falsos negativos).

Mejores resultados se han obtenido con el
empleo de técnicas que combinan la serologia
con la microscopia electrénica como son la in-
munoelectromicroscopia con o sin decoracién
(ISEM 6 ISEM-D). Estas técnicas son altamen-
te sensibles y permiten la observacion directa
del virus por lo cual no hay falsos positivos y no
se requiere un antisuero de alta calidad para su
desarrollo. El inconveniente es que no son de
uso masivo debido a que es engorroso analizar
gran cantidad de muestras, y a que el equipa-
miento que se requiere (microscopio electréni-
co) es altamente costoso.

Las técnicas basadas en la deteccién de
los acidos nucleicos han mostrado un gran
desarrollo y evolucion en la ultima década, y
son utilizadas con frecuencia debido a su alta
sensibilidad y especificidad. El uso de sondas
moleculares ha dado buenos resultados. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
sus variantes son las técnicas de mayor sensi-
bilidad que se cuenta hasta el presente. Entre
ellas se mencionan: PCR anidado, transcripta-
sa reversa (RT)-PCR, inmuno captura (IC) RT-
PCR, entre otras. Esto posibilita detectar los vi-
rus, aun en bajisimas concentraciones. Si bien
estas pruebas son altamente sensibles, aun no
son de uso masivo.

Para obtener resultados confiables es reco-
mendable la combinacion de varias pruebas,
es decir aprovechar la practicidad del ELISA 'y
la sensibilidad de las técnicas moleculares, de
ISEM, u otras. En este caso las plantas que
resultan negativas a ELISA pueden ser luego
analizadas por una técnica mas sensible y dis-
minuir asi el numero de pruebas complicadas
o costosas.

Como se menciond anteriormente, la con-
centracion de virus en las plantas in vitro en
general es baja, por lo tanto se corre el grave
riesgo de considerar como sanas, plantas que
en realidad estan infectadas. Por esta razén se
hace casi obligatorio repetir los analisis en las
plantas ex vitro. Es necesario dejar pasar cier-
to tiempo antes de hacer el analisis para que
el virus, si esta presente, tenga la posibilidad
de incrementar su concentracién y resulte mas
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facil detectarlo. En esta etapa es frecuente la
utilizacion de ELISA en cualquiera de sus va-
riantes, con buenos resultados.

En algunos casos el sistema que resulta
mas eficiente para analizar las plantas obteni-
das, es el empleo de plantas indicadoras. El
injerto es la forma mas segura de transmitir un
virus y esto es lo que se emplea como sistema
de diagnostico. Se realiza un injerto desde la
planta que se desea probar a plantas suscep-
tibles (indicadoras) y que desarrollan sintomas
evidentes de la presencia del patogeno. El in-
conveniente en este tipo de analisis, es que
hay que esperar que la planta obtenida in vitro
sea transferida a suelo y que desarrolle lo sufi-
ciente como para extraer una porcién de tejido
(hoja, yema, brote, etc., segun el tipo de injer-
to). Ademas necesitamos un operador con ha-
bilidad para realizar el injerto con éxito, y luego,
mantener las plantas injertadas en condiciones
adecuadas hasta que aparezcan los sintomas.
En algunos casos este tiempo puede ser muy
prolongado. A pesar de los inconvenientes que
se mencionan, para algunas especies, este si-
gue siendo el método mas seguro. Por ejem-
plo en frutilla, una especie afectada por mas
de 20 enfermedades diferentes de las que en
muchos casos ni siquiera se ha caracterizado
el agente causal, la transmision a plantas in-
dicadoras resulta la prueba mas efectiva. En
este caso se injerta el foliolo medio de la planta
que se desea probar a plantas indicadoras en
las cuales los patdgenos van a dar sintomas
notables. Algunos virus se van a manifestar
después de 2 6 3 semanas de realizado el in-
jerto, en otros casos la bibliografia menciona
que los sintomas aparecen recién después de
6 meses, 6 incluso 1 afio. Con frecuencia no es
posible identificar que virus es el que esta pre-
sente, pero es posible determinar si la planta
esta infectada.

En vid parte de los virus son analizados me-
diante ELISA, sin embargo para otros se utili-
za el injerto a plantas indicadoras. Algunos de
los virus pueden ser detectados en pocas se-
manas, pero para sindromes como el del tallo
estriado o agujereado (stem pitting/grooving)
por ejemplo, es necesario esperar entre 8 y 12
meses.

Consideraciones respecto a los analisis

de virus

En general, cuando se habla de las plantas
liberadas de virus se emplean términos como
"plantas libres de virus" "planta sana", "sanea-
da", sin que se defina que virus fueron elimi-
nados ni que pruebas se emplearon para com-
probar su eliminacién. El concepto de plantas
libres de virus deberia estar acotado a los vi-
rus analizados. En el caso de plantas que son
afectadas por un conjunto de virus diferentes
seria necesario realizar un analisis indepen-
diente para cada uno de ellos y sefnalar el, o
los, virus de los cuales ha sido liberada o pro-
bada. Por otra parte debe definirse la técnica
de andlisis empleada, ya que no todas tienen la
misma sensibilidad. Todas las técnicas tienen
un limite de sensibilidad por debajo del cual no
son capaces de detectar la presencia del pa-
tégeno. Por consiguiente, dependiendo de la
sensibilidad de la técnica que se use, el por-
centaje de plantas supuestamente "libres de
virus " puede variar. Lo correcto seria entonces
hablar de plantas negativas a los virus proba-
dos y mencionar las técnica usada.

Ejemplos de sistemas de produccion de
plantas libres de patégenos sistémicos

Produccién de plantas de ajo libres de

virus.

Conci V.C., Cafrune E., Perotto C. y

Quevedo V. INTA-IFFIVE. Cérdoba.

Argentina.

Entre los patégenos que afectan al cultivo de
ajo los virus son los responsables de las mayo-
res pérdidas en los rendimientos, ocasionando
entre un 20 y 80% de disminucion en el peso
de los bulbos. Las infecciones causadas por
numerosos virus, si bien no causan la muerte
de la planta, producen enfermedades crénicas.
Debido a que el ajo se propaga exclusivamente
de forma agamica, las plantas infectadas por
diferentes combinaciones de estos virus los
transmiten a las sucesivas generaciones y a
las distintas regiones de produccién. La utiliza-
cion de materiales libre de virus, obtenido por
cultivo de meristemas, es por el momento la
unica forma de control utilizada.
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En trabajos realizados en Argentina se ensa-
yaron tratamientos de termoterapia con agua
y con aire caliente, previos a la extraccion de
los meristemas. Los mejores resultados se ob-
tuvieron con aire caliente, con un 30-100% de
plantas "libres de virus". En algunos cultivares
no se consiguieron plantas "libres de virus" sin
el empleo de termoterapia; mientras que algu-
nos genotipos fueron liberados soélo con el em-
pleo del cultivo de meristema.

En la Figura 1 se describe el procedimiento
utilizado para la obtencion de las plantas de ajo
libres de virus. Se inicid con la extraccion del
meristema incluyendo el disco basal. Se des-
infectd y se extrajo el explanto constituido, en
este caso, por el domo mas un primordio foliar.
Se sembré en medio de iniciacion para desa-
rrollar una planta completa (Fig. 1A). Las plan-
tas obtenidas se analizaron mediante ISEM-D,
con antisueros especificos para los virus de
interés. Las plantas que resultaron negativas
a todas las pruebas se transfirieron a medio de
micropropagacion (Fig. 1B). Luego de varios
ciclos in vitro muchas plantas bulbifican espon-
taneamente y otras deben ser inducidas (Fig.
1C). Los minibulbillos obtenidos in vitro se co-
secharon y se sembraron en suelo estéril. Las
plantas que no formaron bulbos se transfirieron
a maceta y se mantuvieron en camara humeda
por un periodo de tiempo variable luego, se las
adapté de manera paulatina a las condiciones
naturales de humedad y temperatura (Fig. 1D-
E). Las plantas ex vitro se probaron mediante
DAS-ELISA para constatar su estado sanitario,
y se mantuvieron bajo jaulas anti-vectores. Los
bulbos cosechados se conservan en lugar fres-
co y seco hasta la época de siembra. Las su-
cesivas multiplicaciones se realizaron en jaulas
donde se continu6 analizando las plantas, me-
diante pruebas de DAS-ELISA (Fig. 1F-G). Los
bulbos producidos se entregaron a semilleros
que realizan la multiplicacion en areas aisladas
de otros cultivos de Alliaceae, hasta obtener el
numero de bulbo-semilla suficiente como para
iniciar una produccion comercial.

La implementacion de programas tendientes
a la produccion de plantas de ajo libre de vi-
rus y el control de enfermedades es importante
ya que en Argentina rigen normativas para la
fiscalizacion de semilla de ajo. Estas normas

establecen una serie de categorias de semi-
lla (Basica, subcategoria Preinicial, Inicial y
Fundacion; Registrada, subcategoria Ay B; y
Certificada), cada una de las cuales contempla
un valor maximo tolerado para la presencia del
virus Onion yellow dwarf virus, responsable en
nuestra region de las mayores pérdidas en los
rendimientos. Sin embargo, dado el avance de
los conocimientos respecto al dafio que produ-
cen otros virus, seguramente algunos otros se-
ran considerados en el futuro.

Plantas citricas libres de enfermedades.

Costa N., Plata M.I. y Anderson C.

INTA EEA. Entre Rios, Argentina.

Las enfermedades producidas por virus, vi-
roides y otros organismos similares producen
importantes pérdidas econdémicas en los ci-
tricos de todo el mundo. Algunas provocan la
muerte de las plantas y otras disminuyen la
produccion y la calidad de la fruta, causando
pérdida de vigor y de longevidad de la planta.
Las principales enfermedades causadas por
este tipo de microorganismos son psorosis,
tristeza, exocortis y cachexia. Estas enferme-
dades se han extendido, debido a la propa-
gacion vegetativa de material infectado. Es
normal encontrar varias virosis en una misma
planta y en muchos paises como Argentina,
casi la totalidad de las plantas adultas estan
afectadas por alguna virosis.

La psorosis y otras enfermedades se trans-
miten mediante el injerto de yemas. Una vez
hecho el injerto, la planta puede permanecer
con la enfermedad latente durante muchos
afnos. Las yemas que se extraigan de una plan-
ta con enfermedad latente originaran plantas
enfermas.

Los paises con citricultura de avanzada han
basado su éxito en el empleo de Programas de
Certificacion utilizado plantas libres de enfer-
medades.

La termoterapia y la obtencién de plantas nu-
cleares han sido técnicas muy utilizadas para
este objetivo. Actualmente en gran parte de los
paises citricolas, que tienen programas de eli-
minacion de virus y viroides, se utiliza la técni-
ca de microinjerto de apices caulinares in vitro.

La combinacion de las técnicas de termote-
rapia y de microinjerto de apices caulinares in
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Figura 1.- Produccién de plantas de ajo libres de virus. A: planta en medio de iniciacion. B: micropropa-
gacion. C: bulbillos obtenidos in vitro (microbulbillos). D: planta transferida a tierra y mantenida en camara
humeda. E: planta adaptada a las condiciones ex vitro. F: plantas en suelo bajo jaula antiafidos. G: mul-
tiplicacion a gran escala bajo jaula antiafidos. H: bulbos de ajo libre de virus (arriba) e infectados (abajo).



vitro logra obtener un alto porcentaje de plan-
tas citricas libres de virus.

En la Figura 2 se describe el procedimiento
para la obtencion de plantas citricas libres de
virus. En primer lugar se selecciona una plan-
ta candidata en base a las introducciones de
variedades citricas de copa y portainjerto que
se realizan a los Bancos de Germoplasma, de
selecciones locales y de variedades obtenidas
en los programas de mejoramiento. Una vez

seleccionada la planta, se la somete a termo-
terapia y cultivo de tejido, empleado la técnica
de microinjerto de apices caulinares in vitro.
Esta técnica comprende las siguientes etapas:
preparacion del portainjerto, preparacion del
apice, injerto, cultivo de plantas injertadas e
injerto sobre un plantin vigoroso. Las plantas
obtenidas por microinjerto no presentan carac-
teres juveniles y en las plantas obtenidas no se
han observado anormalidades con respecto a
la planta madre (Fig. 2).

Figura 2. Obtencién de plantas citricas libres de enfermedades. A: planta obtenida por microinjerto de
apices caulinares in vitro. B: injerto sobre un plantin vigoroso. C: membrana de inmunoinmpresion-ELISA
con huellas de tallos de plantas infectadas con tristeza. D: moteado causado por psorosis. E: epinastia
causada por exocortis. F: acanaladuras causadas por cachexia-xiloporosis. G: invernaculo con plantas

madres libres de enfermedades.
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El éxito de la técnica depende en gran medi-
da del tamano del tejido extraido y del patdge-
no a eliminar. En el caso de exocortis, tristeza
y cachexia, el porcentaje de plantas libres es
superior al 90%. E virus de la psorosis de los
citricos es bastante mas dificil de eliminar.

Una vez obtenida la planta de microinjerto
y cuando tiene tamano suficiente se realizan
las pruebas de diagnostico para comprobar
que estén libres de patogenos. Las técnicas
de diagndsticos para cada enfermedad pueden
ser varias pero, en caso se existir organismo
nacionales o internacionales de referencia, es
conveniente emplear aquellas reconocidas o
recomendadas por ellos. Por ejemplo en este
caso podria tratarse de PROCITRUS (proyecto
INTA para la obtencion, produccion, manteni-
miento y distribucion de portainjertos y cultiva-
res de especies citricas con identidad varietal
y estado sanitario controlado), o el Programa
Nacional de Certificacion de Citricos. En este
caso existe una normativa especifica para el
funcionamiento de los laboratorios de diagnos-
tico de enfermedad en citricos, aprobado por
INASE y SENASA, ambos dependientes de la
SAGPyA (Secretaria de Agricultura, Ganade-
ria, Pesca y Alimentacion).

Producciéon de Prunus libres de virus.

Docampo DM. INTA-IFFIVE.

Cordoba, Argentina.

Monitoreos realizados en especies frutales
del género Prunus del area fruticola templada
Argentina evidenciaron el deterioro sanitario de
plantaciones en produccién y de propagacion.
Una de cada cuatro plantas analizadas se en-
contré infectada por uno o mas virus. Varios
factores facilitaron esta situacion: carencia de
controles sanitarios, ineficacia de los métodos
empleados en los analisis, dispersion por vec-
tores, diseminacion de materiales infectados
por la comercializacion.

Un Sistema de Certificacion Sanitaria de
Plantas Perennes se fundamenta en producir el
numero de plantas requeridas por el mercado
a partir de una Planta Inicial. Basicamente re-
quiere:1) Obtener la Planta Inicial de cultivares
y/o portainjertos seleccionada por sus caracte-
res agronémicos, pureza varietal y su estado
sanitario. Constituye el material fundacional del
cual derivara todo el material certificado; 2) Un

Monte Fundacién. Plantas de reserva y donan-
te de materiales de propagacién, generalmente
constituido por tres plantas de cada cultivar o
portainjerto obtenidas por propagacion agami-
ca de la Planta Inicial.; 3) Un monte de Plantas
de Base con al menos diez plantas por cultivar
y/o portainjerto, derivadas propagacion agami-
ca del Monte Fundacion. Son las Plantas Ma-
dres de Propagacion, sometidas a rigurosos
controles sanitarios y varietales, anuales; 4)
Produccién de Plantas Certificadas para vive-
ros expendedores derivadas propagacion aga-
mica de Plantas de Base.

Obtencién de la Planta Inicial. 1) Selec-
cionar plantas por su pureza varietal y condi-
ciones agronomicas candidata a Planta Inicial.
2) Determinar su estado sanitarios mediante
transmision a plantas indicadoras, pruebas se-
rolégicas, moleculares y/o microscopia electro-
nica. 3) Si ninguna de las plantas resulta libre
de patdgenos sistémicos, aplicar termoterapia
seguida de cultivo de meristemas. Los contro-
les sanitarios de las plantas regeneradas per-
mitiran seleccionar la Planta inicial.

Termoterapia y cultivo de meristemas. 1)
Enraizar en suelo estéril estacas de las plantas
seleccionadas, y/o de portainjertos de Sanidad
Certificada para injertar yemas de las candi-
datas a Planta Inicial. 2) Colocar las plantas
enraizadas y con brotes (en actividad) en ca-
maras donde reciban terapia con aire caliente.
3) Temperatura: varia con la relacién cultivar-
patdgeno. En general se usa 34-38 °C. 4). Fo-
toperiodo: 16 h de luz (tubos fluorescentes de
luz blanca, 3,5-4,0 Klux). Riego diario. Hume-
dad relativa: 60 y 80%. 5) Tiempo: varia con
la relacion planta-patégeno. Oscila entre 3y 7
semanas. 6) Retirar las plantas de la termote-
rapia. A continuacion extraer los meristemas de
las yemas desarrolladas durante el tratamiento
y sembrar en medio de cultivo in vitro.

Micropropagacién. 1) Sembrar meristemas
de 0,3-0,5 mm (con uno o dos primordios folia-
res), e identificar el material. 2) Repicar e iden-
tificar individualmente cada yema del yemario
originado. Cada una originara un clon. 3) Repi-
car las yemas manteniendo la individualizacion
del clon. No superar diez ciclos de micropro-
pagacion. 4) Control Sanitario. Antes de la ter-
cera multiplicacion, tomar al menos 3 plantas
de cada clon y analizar la presencia de los pa-
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tégenos que se establecié eliminar. Mantener
estas plantas al menos una semana fuera de
la camara de cultivo, bajo luz, temperatura y
humedad adecuada para que los patogenos,
si los hubiera, incrementen su poblacién para
facilitara su deteccién. El control sanitario de-
bera incluir transmision a plantas indicadoras,
pruebas serologicas, microscopia electronica y
técnicas moleculares. Eliminar los clones que
no superen el control.

Aclimatacion. 1) Descalzar las plantas re-
generadas lavando cuidadosamente sus raices
bajo chorro de agua hasta retirar la totalidad
del agar. 2) Plantar en terrinas plasticas desin-
fectadas con NaOCl al 15 %, en una mezcla de
turba, mantillo y perlita 1:1:1 estéril. 3) Colocar
las terrinas en camaras del 90-100% de hume-
dad relativa, luz continua (tubos fluorescentes
de luz blanca 3,5-4,0 Klux), Temperatura entre
15-35 °C. 4) A los 30 dias transplantar a cesti-
llos. Mantenerlos bajo tuneles de polietileno en
invernadero. 5) Retirar el plastico lentamente,
una parte cada 2-3 dias hasta su retiro defi-
nitivo. 6) Control Sanitario. Como se describio
anteriormente.
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V. CAPITULO 10

Obtencion de plantas resistentes
a insectos

Dalia Lewi; Clara Rubinstein

Breve introducciéon sobre manejo de
plagas en agricultura y sistemas de
control

Aplicaciones de la biotecnologia en el

control de insectos plaga

La preocupacion publica por los riesgos in-
herentes al uso de pesticidas para el control
de insectos estimuld la busqueda y el desa-
rrollo de alternativas menos riesgosas para el
ambiente. La adicién de genes mediante la in-
genieria genética para desarrollar variedades
vegetales con resistencia a insectos es una he-
rramienta muy util para complementar el mejo-
ramiento genético vegetal. Mediante diversos
métodos, ya se han transferido a varias espe-
cies vegetales numerosos genes provenientes
de un amplio rango de plantas y bacterias, que
confieren resistencia a insectos, enfermedades
y tolerancia a herbicidas. En la experiencia su-
mada hasta el momento, los genes transferi-
dos son heredados normalmente a las proge-
nies sin efectos adversos en las plantas que
los contienen, y las plantas transgénicas han
mantenido los niveles de resistencia a campo.
En todos los casos, la transgénesis debe estar
integrada a un sistema de manejo de plagas
ecologicamente sustentable.

En el ano 2007, de las 114 millones de
hectareas que se cultivaron globalmente con
OVGMs (Organismos Vegetales Genéticamen-
te Modificados), un tercio (42 millones) fueron
de eventos con resistencia a insectos. Ya se
han obtenido transformaciones estables en
unas 100 especies vegetales, entre las cuales
se incluyen maiz, trigo, soja, tomate, algodon,
papay arroz. También se han obtenido eventos
que combinan la resistencia a insectos con la
resistencia a herbicidas en maiz y algodén.

Tanto las técnicas de transformacion genéti-
ca vegetal como las de ingenieria genética ya

son rutina en muchos laboratorios de desarro-
llo tecnoldgico e investigacion. No obstante, al-
gunos aspectos como el aislamiento de genes
candidatos y su efectiva expresion en plantas
aun son estudiados y ajustados.

Las estrategias exploradas en la busqueda
de genes que pueden generar resistencia a in-
sectos en vegetales son diversas. El espectro
de genes candidatos a aportar resistencia a
distintas plagas para la agricultura puede pro-
venir de diversas fuentes, tanto vegetales como
bacterianas. También se esta investigando la
posibilidad de conferir resistencia mediante el
uso de técnicas que involucran interferencia de
ARN (RNAI). Los genes que producen endo-
toxinas, como los Bt, derivados de la bacteria
del suelo Bacillus thuringiensis, son los mas
explorados y los unicos que hasta el momento
tienen aplicacion comercial.

Dada la numerosa cantidad de genes rele-
vados e identificados como posibles fuentes
de resistencia a insectos, se podrian agrupar
segun el origen de las secuencias candidatas
en: i) genes de origen bacteriano (Bt); ii) genes
de origen vegetal (inhibidores de proteasas,
quitinasas, avidina, lectina); iii) secuencias de
insectos (estrategia de RNAI)

i) Bacillus thuringiensis (Bt)

El microorganismo Bacillus thuringiensis, co-
munmente conocido como Bt, es una bacteria
aerdbica, gram positiva que se encuentra na-
turalmente en el suelo y ha sido utilizada como
insecticida bioldgico desde hace mas de medio
siglo. Descubierta en Japon en 1902, esta bac-
teria produce proteinas de inclusién en forma
de cristales, llamadas ®-endotoxinas o protei-
nas Cry, durante la esporulacion. Estos crista-
les son especificamente téxicos para insectos,
especialmente los lepidépteros. Luego de la
ingestion de los cristales, las toxinas actuan a
nivel del intestino de la larva. Los cristales son
disueltos por los jugos alcalinos del intestino
que convierten a las protoxinas en fragmen-
tos toxicos -toxinas- que dafan las células del
epitelio intestinal de las larvas. En mamiferos
superiores no existen sitios de reconocimiento
de estas toxinas, razén por la cual no resultan
téxicas para humanos.

Las preparaciones de cristales son usadas
como insecticida desde hace mas de 60 afos
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en numerosos cultivos, especialmente en huer-
tas organicas. Los cristales individuales suelen
ser una mezcla de toxinas, cada una de las
cuales posee especificidad sobre un tipo de in-
sectos. Respecto a su utilizacion en biotecnolo-
gia, una de las ventajas que poseen las toxinas
derivadas de Bt en el contexto de los eventos
transgénicos, es la especificidad con la que ac-
tuan. Por tratarse de eventos que contienen un
gen codificante para un tipo de toxina, se ob-
serva que la actividad insecticida es especifica
hacia los insectos plaga que se quiere contro-
lar en cultivos que expresan estas proteinas.
Esto constituye una ventaja sobre otros siste-
mas de control, ya que los insectos que no son
plaga, asi como los insectos benéficos, no son
afectados. Ademas, esta especificidad permite
implementar sistemas de manejo integrado de
plagas para combatir otros insectos que no son
controlados por estas toxinas.

Hasta el momento existen alrededor de 400
genes aislados que codifican para toxinas di-
ferentes (para mayor detalle: http://www.lifesci.
sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/).  Ini-
cialmente se las clasificé segun la especifici-
dad biolégica (cryl para Lepiddpteros, cry Il
para Lepidopteros y Dipteros, cry Il para Co-
ledpteros, y cry IV para Dipteros). En cambio,
la nomenclatura actual se basa en la identidad
aminoacidica de la proteina. También se optd
por cambiar los nUmeros romanos por arabigos
(Por ejemplo, la CrylllA actualmente se deno-
mina Cry3A).

Los primeros intentos para expresar las
toxinas Bt en plantas fueron algo infructuosos
debido al origen bacteriano de los genes, es-
pecialmente por el alto contenido en nucledti-
dos AT (adenina y timina), que produce bajos
niveles de expresion. Para solucionar estos in-
convenientes se han mejorado las secuencias
eliminando algunos sitios de poliadenilacion,
mejorando la codificacion para los codones e
incrementando el contenido de GC. Estos cam-
bios mejoraron la expresién hasta alcanzar el
0.2% - 0.3% del total de proteina soluble en
plantas transgénicas.

La primera especie vegetal transformada
con estos genes fue el tabaco, en 1986. Ac-
tualmente ya se han podido expresar los ge-

nes de proteinas Cry mediante transgénesis
en numerosas especies vegetales: forestales
(dlamo, eucalipto, alerce), cereales (maiz, tri-
go), leguminosas (garbanzo, soja, mani), hor-
ticolas (papa, tomate, repollo, brocoli, batata),
y frutales (manzano, frutilla). Todos los cultivos
comerciales aprobados con resistencia a in-
sectos poseen genes derivados de Bt (tabla 1).

Manejo del cultivo Bt: refugios

Para que el uso y la aplicacién exitosa de
la tecnologia de resistencia mediante la expre-
sion de genes derivados de Bt pueda perpe-
tuarse en el tiempo se debe considerar el uso
de refugios. La posibilidad potencial de desa-
rrollo de resistencia a las plantas insecticidas
es considerado uno de los temas principales
de preocupacion sobre esta tecnologia, debido
a que ya han aparecido casos de resistencia a
productos para espolvorear, derivados de Bt.
Por esta razén, el desarrollo de planes de ma-
nejo de la resistencia de insectos es de suma
importancia. De las estrategias consideradas,
la mas efectiva es la alta expresion de las pro-
teinas entomotoxicas en las plantas junto a la
siembra de refugios de plantas no Bt. Por otro
lado, la segunda generacion de plantas de al-
goddén Bt, combina dos tipos de proteinas in-
secticidas para un mismo insecto blanco. Este
apilamiento de genes Bt, en combinacion con
una buena estrategia de manejo de refugios,
conferira la maxima capacidad de proteccion a
la tecnologia Bt contra la resistencia de insec-
tos.

ii) Genes de origen vegetal

Inhibidores de proteasas: el desarrollo po-
tencial de resistencia a las toxinas derivadas
de genes Bt en lepidépteros ha disparado di-
versas investigaciones para generar nuevas
estrategias de control de insectos que puedan
a su vez preservar esta biotecnologia amigable
para el ambiente. Los inhibidores de proteasas
(IP) son candidatos posibles para mejorar la
toxicidad de Bt contra lepidopteros, agregando
la posibilidad de control de coledpteros, dipte-
ros y otros insectos.

Los IP son parte del sistema de defensa de
la planta contra el ataque de los insectos y se
pueden encontrar en hojas, frutos, tubérculos
o semillas. Para poder digerir sus alimentos,
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Tabla 1. Cultivos resistentes a insectos aprobados por pais. Fuente: www.isaaa.org; www.agbios.com

Cultivo con genes de reistencia a

Ao de la primera liberacién

Pais insectos a campo
Australia algoddn 2003
Brasil algodon 2005
maiz 2008
Burkina Faso algodon 2008
algodén 2003
papa 1995
Canada maiz 1996
batata 1995
. algodén 1997
China alamos 2005
Honduras maiz 2002 (precomercial)
India algodén 2002
Indonesia algodén 2001
Iran arroz 2004
Japon algodén 1997
P maiz 1996
Mejico algodon 1997
Filipinas maiz 2002
e algodén 1997
Sudafrica maiz 1997
algodén 1995
maiz 1995
EEUU tomate 1998
papa 1995
Unién Europea (Espafia, Francia,
Alemania, Rep. Checa, Polonia, maiz 1997
Portugal, Eslovaquia y Rumania)
Uruguay maiz 2003

muchos insectos producen proteinasas, como
la tripsina, 0 enzimas semejantes a la quimo-
tripsina. Las proteinas antimetabdlicas, como
las IP, interfieren en el proceso digestivo de los
insectos susceptibles y, de esta manera, afec-
tan su crecimiento y desarrollo. Tomando este
concepto, se han transformado plantas con
secuencias de genes IP que, escoltados por
promotores adecuados, pueden expresar altos
niveles de estas proteinas. Los IP se encuen-
tran comunmente en los alimentos derivados
de vegetales y son facilmente inactivados con
la coccion. Teniendo en cuenta esta precau-
cion, la expresién de genes que codifican para
IP en plantas se puede considerar como una
estrategia segura.

El primer ejemplo exitoso de resistencia a
insectos expresando IPs fue la expresién de
genes inhibidores de tripsina de caupi (CpTi)
en 1987. A partir de ese momento, se han intro-
ducido numerosos genes IP en diferentes es-

pecies. Se ha observado que no siempre estos
genes actuan como antimetabolitos efectivos,
sino que hay un gradiente de efectividad frente
a diferentes insectos y que, ademas, muchas
veces no son tan efectivos como los genes Bt.
En base a estas observaciones se debe opti-
mizar la interaccion entre el IP introducida y la
proteasa blanco del insecto para incrementar
la accion del gen expresado en la planta trans-
geénica.

Otra estrategia para mejorar los niveles de
control puede ser utilizar mas de un gen IP
para interferir en diferentes proteasas del in-
secto. En este sentido, la combinacion exito-
sa de diferentes secuencias de IPs formando
multidominios para el control de trips (Thysa-
noptera: Thripidae) abre un abanico de nuevas
posibilidades.

También se ha propuesto el uso de IPs en
combinacion con los genes Bt, debido a que
las entomotoxinas Bt activadas pueden estar
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sujetas a protedlisis o degradacion por las pro-
teinasas, derivando en fragmentos no toxicos.
Estos casos de resistencia o estados menos
sensibles podrian evitarse si se combinan
estos genes con los inhibidores de tripsina o
quimotripsina del insecto. La combinacion de
genes de endotoxinas con genes derivados de
plantas, como los IP, ofrece nuevas oportuni-
dades y estrategias para el control de insectos.

Otros ejemplos de aplicacion de IP son la

expresion del gen de esporamina (inhibidor de
tripsina) de batata, en B. oleracea, la sobreex-
presion de hidroxiprolina en tabaco para con-
trol de lepidopteros, o la introduccion de inhibi-
dores de tripsina de garbanzo en algodon para
control del coledptero picudo del algodonero
Anthonomus grandis.

* Genes inhibidores de alfa amilasa: asi
como los IP, los inhibidores de a-amilasa
son producidos por las plantas como un
mecanismo natural de defensa contra
insectos. La toxicidad de los inhibidores
de a-amilasa se produce mediante la in-
terferencia en la digestion de los carbo-
hidratos. Recientemente se ha aislado
el gen inhibidor de a-amilasa de caupi y
se ha demostrado el efecto téxico sobre
gorgojos de papaya.

» Lectinas: son proteinas con unidon espe-
cifica a carbohidratos. El rol principal que
se les atribuye es el fenomeno de recono-
cimiento bioldgico que involucra células
y proteinas. Para ser clasificadas como
lectinas, las proteinas de union a carbo-
hidratos deben poseer por lo menos dos
sitios de union. Esta caracteristica les
permite aglutinar o precipitar estructuras
que contienen residuos de azucares. Se
ha determinado que algunas lectinas ve-
getales poseen un mayor o menor efecto
entomotoxico o actividad insecticida. La
toxicidad seria consecuencia de la inte-
raccion con las glicoproteinas intestina-
les. Las diferencias en el nivel de toxi-
cidad se pueden deber a que evolutiva-
mente las plantas desarrollaron propie-
dades bioquimicas y fisicoquimicas dife-
rentes, como la especificidad en la unién
a carbohidratos. El espectro de plagas
que se pueden controlar con estos genes

se amplia notablemente. Numerosos tra-
bajos informan que ya se han introducido
genes de lectinas (como la GNA, de Ga-
lanthus nivalis L. aglutinina) en cultivos
para el control de insectos lepiddpteros,
dipteros, coledpteros y homodpteros. Un
mecanismo de accion propuesto con la
GNA es que al ser succionado por los in-
sectos, se une al epitelio del intestino y
pasa a la hemolinfa, actuando como en-
tomotéxico. Expresando las GNA se han
podido obtener plantas transgénicas de
papaya resistentes a acaros. Expresan-
do lectinas de cebolla (llamadas ASAL)
se han controlado afidos en plantas de
mostaza. Como en otros casos de genes
provenientes de plantas, las lectinas pue-
den combinarse con otros genes, como
por ejemplo, con distintos tipos de Bts,
para combatir plagas de lepidépteros y
de homopteros a la vez. Por ejemplo, la
lectina PTA (de la planta medicinal china
Pinellia ternata) ha mostrado efectos so-
bre afidos en combinacion con genes Bt
en trigo.

Algunas lectinas tienen limitaciones en su
aplicacion en alimentacién de mamiferos supe-
riores debido a su toxicidad, como en el caso
de las contenidas en el germen de trigo, que
poseen fuertes propiedades insecticidas. Otras
lectinas como la GNA se consideran no toxicas
para este grupo debido a su baja capacidad de
unién en el intestino.

* Quitinasas: son enzimas digestivas que
rompen las uniones glucosidicas de la
quitina, sustancia que compone las pa-
redes celulares de hongos, el exoesque-
leto de algunos gusanos, y cuticulas de
insectos, nematodes y artrépodos. Se
encuentran en organismos que deben
digerir su propia quitina o la de otros indi-
viduos como hongos o animales. Pueden
funcionar como toéxicas para insectos si
son capaces de degradar la capa de qui-
tina de las membranas que protegen el
epitelio intestinal. En plantas superiores
la expresion génica de las quitinasas se
activa por la invasion de patégenos, por
lo que se cree que cumplen un rol impor-
tante de defensa. Ya se ha comprobado
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la accion inhibitoria sobre el crecimiento
de hongos, pero la aplicacion en el con-
trol de insectos aun no esta fehaciente-
mente descripta.

Avidina: es una glicoprorteina que se
encuentra en la clara del huevo de ga-
llina y tiene la propiedad de secuestrar
la vitamina biotina. Al ser ingerida por el
insecto en una concentracion mayor a
100 ppm, la avidina puede ocasionar una
deficiencia letal de esta vitamina y evitar
el desarrollo de insectos durante el alma-
cenamiento de granos. Por lo tanto, la
avidina expresada en los granos puede
ser efectiva como biopesticida para un
amplio espectro de especies de insec-
tos. Los datos sobre la efectividad y es-
pecificidad de accion de las avidinas no
estan tan completos como en el caso de
las entomotoxinas Bts, pero se conside-
ra que podrian usarse como alternativa o
complemento de esta tecnologia. Se ha
expresado en maiz para producir biomo-
léculas, pero podria utilizarse en un futu-
ro también para biocontrol.

Polifenol oxidasas: las enzimas llamadas
polifenol oxidasas (PPOs) catalizan la
oxidacion de compuestos fendlicos a qui-
nonas. Frecuentemente su induccién se
asocia con la respuesta de las plantas a
sefales o dafios producidos por patoge-
nos o insectos. Por estas observaciones
se sugiere que tendrian la capacidad de
conferir resistencia tanto a enfermeda-
des provocadas por bacterias como por
insectos. Como ejemplos de aplicacién
se han publicado trabajos de resistencia
a lepiddpteros en alamo y en tomate. La
manipulacién de la actividad de PPOs
para generar resistencia también podria
ser un componente del manejo integrado
de plagas.

Combinacién de genes: muchos de los
genes candidatos para resistencia a in-
sectos plaga que pueden ser usados en
transformacion genética son muy espe-
cificos 0 a veces medianamente efecti-
vos. Para cubrir mas posibilidades de
control y evitar las posibles apariciones
de resistencia, es recomendable plan-

tear sistemas de apilamiento de distintos
genes en la misma planta. Asimismo, se-
ria mas efectivo combinar sistemas de
genes que participen en sistemas me-
tabdlicos diferentes. Para efectuar una
sinergia efectiva entre la biotecnologia
y el mejoramiento genético, las distintas
estrategias planteadas de expresion de
genes en plantas, a su vez, deben ser
incluidas dentro del sistema de manejo
integrado de plagas.

iii) Estrategias de ARN de interferencia

(ARNi)

Los organismos eucariéticos poseen una
magquinaria comun se silenciamiento génico de
secuencias especificas que es disparado por la
presencia de ARNs de doble cadena (dsRNA).
Este proceso se conoce como “interferencia
del RNA” (RNAi) en animales y “silenciamiento
génico post transcripcional” en plantas (PTGS).

El silenciamiento de algunos genes esen-
ciales en insectos, mediado por los dsRNA,
puede inducir el cese de la ingestion y, even-
tualmente la muerte. La utilizacién de la estra-
tegia el ARN de interferencia para control de
insectos requiere de una llegada eficiente al
sitio de accion (tanto via ingestion o por apli-
cacion topica) de las moléculas de dsRNA. Los
genes candidatos blanco ideales para silenciar
de esta manera podrian ser los que codifican
para proteinas con funciones esenciales para
el insecto. Se ha estudiado la transcripcion de
algunas secuencias de genes provenientes
de insectos lepidopteros en plantas de maiz
transgénicas (como por ejemplo, una porcion
del gen de la ATPasa de Diabrotica virgifera
virgifera), bajo promotores constitutivos, ve-
rificandose una merma en el dafo a nivel de
las raices. Asimismo, se ha estudiado la posi-
bilidad de control combinando mediante el uso
de ARN de interferencia, de mas de un gen en
termitas Reticulitermes flavipes.

Este enfoque alternativo al control de plagas
puede ser efectivo también en combinacién
con genes Bt, tanto para control de lepidopte-
ros como de coledpteros, segun la secuencia
que se introduzca en la planta. Por ejemplo,
para el control del lepidoptero (Helicoverpa
armigera) del algodon, del cual se han encon-
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trado algunos individuos resistentes en China
a los genes Bt, se demostrd que la expresion
de la secuencia de la enzima que degrada el
gossipol en la oruga (que le permite tolerar la
presencia de esa sustancia) es efectiva para el
control de la plaga.

Esta nueva estrategia para el control de in-
sectos plaga en plantas parece ser muy pro-
metedora, ya que las secuencias génicas de
los insectos para usar como blanco pueden ser
muy especificas y relativamente faciles de ob-
tener.

Cultivos Bt comercializados- beneficios de la
tecnologia

Control biolégico

Los enemigos naturales, como los preda-
dores y parasitoides, cumplen una funcién
ecologica y econémica importante en cuanto
al mantenimiento de la poblacion de insectos
herbivoros por debajo de los umbrales de dafio
economico. De esta manera contribuyen a los
sistemas sustentables de manejo integrado de
plagas (MIP).

También se conocen algunos factores que
afectan a los insectos plaga que interactuan
con los enemigos naturales y, consecuen-
temente, con la funciéon de control que éstos
aportan. De manera similar, la resistencia de-
rivada de la ingenieria genética en plantas po-
dria tener impacto sobre el control bioldgico,
pero se ha comprobado que los cultivos trans-
génicos disponibles a la fecha que expresan
proteinas Cry derivadas de Bacillus thurin-
giensis, no tienen efectos sobre los enemigos
naturales debido a su restringido espectro de
actividad. Sin embargo, el hecho que los insec-
tos plaga son eficientemente controlados por
los cultivos Bt tiene inevitables consecuencias
sobre los enemigos naturales que se especia-
lizan en esas especies tanto como hospedan-
tes como predadores. Pero, por otra parte, se
ha demostrado una disminucién en el uso de
insecticidas en los cultivos Bt, lo que ha be-
neficiado significativamente a los organismos
de control biolégico. Como consecuencia, esta
tecnologia puede contribuir a la conservacion
de los enemigos naturales, deviniendo en una
herramienta muy util para el manejo integrado
de plagas.

Reduccion de micotoxinas

Uno de los beneficios indirectos de los culti-
vos Bt es la reduccion del nivel de contamina-
cién por micotoxinas en maiz. Las micotoxinas
son metabolitos secundarios de los hongos que
colonizan los cultivos. Se consideran contami-
nantes inevitables en los alimentos y aun las
mejores tecnologias no pueden eliminar com-
pletamente su presencia. El dafio por insectos
es uno de los factores que predisponen a la
contaminacién por micotoxinas en maiz debido
a que abren la puerta de entrada a los hongos a
través de los canales que realizan en los tallos.
Por esta razén, cualquier método que reduce
el dafio de orugas, también reduce el riesgo de
contaminacion por hongos, y se ha observado
que los maices Bt muestran una reduccion sig-
nificativa del nivel de las micotoxinas mas co-
munes. En Argentina, en los afios favorables a
la acumulacién de fumonisinas (por presencia
de Fusarium verticillioides y F. proliferatum), las
concentraciones de esta micotoxina son en un
40% menores en los hibridos Bt que en las res-
pectivas isolineas de maiz.

Reduccion de plaguicidas

Durante el ano 2006 los cultivos GM han re-
ducido la aplicacion de pesticidas en 286 mi-
llones de kg (equivalente a un 40% del volu-
men de pesticidas anual aplicado en la Unién
Europea), disminuyendo asi el impacto del uso
de pesticidas sobre el ambiente en un 15,4%.
Segun una investigacion de la [IUPAC (Unién in-
ternacional de Quimica Pura y Aplicada) entre
los afos 2002 y 2007, la adopcion de cultivos
resistentes a insectos redujo el uso de insec-
ticidas, especialmente en el algodon Bt en Es-
tados Unidos, asi como también en Australia,
India, China y Sudafrica. El algodén Bt se ha
incorporado a las practicas de manejo integra-
do de plagas para evitar que los insecticidas
afecten los insectos benéficos. Ademas, la re-
duccion del uso de insecticidas debido al uso
de algodon y maiz Bt benefician directamente a
los productores, aumentando el margen bruto.

Aumento del rendimiento

Todos los reportes acerca de los beneficios
de la adopcioén de cultivos Bt mencionan como
un punto de gran relevancia el aumento de los
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rindes en comparacion con las tecnologias
convencionales. En paises como Argentina,
China, Méjico, India y Sudafrica se verifican
incrementos de rendimiento entre 11% y 65%,
mientras que los costos por el menor uso de
disminuyen entre 40 a 77%.

Menor uso de agua

Al disminuir el numero de pulverizaciones
con insecticidas, la tecnologia Bt contribuye al
uso racional del agua.

Beneficios e impactos de la tecnologia
segun el pais adoptante

Los beneficios de estas tecnologias pueden
observarse en diferentes contextos y desde di-
versos aspectos. Cada pais adoptante de los
eventos transgénicos con resistencia a insec-
tos ha transitado por experiencias exitosas por
razones tanto econdmicas, ecoldgicas y/o so-
ciales.

La adopcion de la tecnologia muchas veces
se mide en términos de beneficio econdmico.
Pero se ha determinado que hay factores ins-
titucionales que influyen indirectamente en el
nivel y la distribucion de las ganancias, como
la capacidad de investigacion en institutos na-
cionales, las politicas en derecho de propiedad
intelectual, la capacidad de regulacion en se-
guridad ambiental y alimenticia, y la existencia
de mercados permeables a estas tecnologias.

Estados Unidos

El primer pais adoptante de algodén y maiz
Bt fue Estados Unidos. El beneficio por el uso
de estos dos eventos fue de $19 millones en
1996 y de $190 millones en 1997. En el primer
ciclo de cultivo de algodén Bt se redujeron en
un 70% las aplicaciones de insecticidas y hubo
un incremento de 7% en el rendimiento. Actual-
mente el 50% de los cultivos OGM tienen lugar
en EE UU, ocupando méas de 50 millones de
hectareas.

India

India es el pais que siembra la mayor su-
perficie de algoddn, y donde 60 millones de
personas estan relacionadas con este cultivo.
En el 2002, unos 54.000 agricultores cultivaron

50.000 hectareas de algodon Bt. Cinco afios
después, en 2007, el area de algodon Bt llegé
a 6,2 millones de hectareas, cultivadas por 3,8
millones de pequefos productores y de esca-
sos recursos. Cabe destacar que mas de 9 de
cada 10 productores que sembraron algodon
Bt en 2005, también lo hicieron en 2006 y en
2007. El algodon Bt ha aumentado los rendi-
mientos hasta en un 50%, ha reducido el uso
de insecticidas a la mitad, con las correspon-
dientes consecuencias para el ambiente y la
salud, y ha incrementado los ingresos de los
productores en US$ 250 o mas por hectarea. A
nivel nacional, el incremento en los ingresos de
los productores derivados del uso del algodén
Bt fue estimado para 2006 entre US$ 840 millo-
nes y US$ 1,7 mil millones. Ademas, la produc-
cion del algodon se duplico, e India, que tenia
uno de los rendimientos mas bajos en el cultivo
de algoddn, paso a ser un exportador, en lugar
de un importador de algodon.

Cabe mencionar que en India hay nuevos
productos de la biotecnologia en desarrollo,
como la berenjena Bt, un importante cultivo
alimenticio y comercial que puede beneficiar a
unos 2 millones de productores pequenos y de
bajos recursos. La berenjena Bt se encuentra
en estado avanzado de ensayos a campo, y se
espera su aprobacion en un futuro cercano.

China

La historia del algodon en China esta bien
documentada y es un importante caso de es-
tudio sobre la adopcién de cultivos transgéni-
cos por parte de productores pequefios y de
bajos recursos. Aunque India inicio la siembra
de algododn Bt en 2002, seis afos después que
China, ya en 2006 India habia plantado 0,3 mi-
llones de hectareas de algodén Bt més que Chi-
na, y 2,4 millones de hectareas mas que China
en 2007. Sin embargo, como las plantaciones
de algoddn son mucho mas pequefas en Chi-
na (tienen en promedio 0,59 hectareas) que en
India (1,63 hectareas), el numero de pequenos
productores que cultivaron algodén Bt en China
en 2007 (7,1 millones) fue casi el doble que en
India (3,8 millones), lo que equivale al 69% de
las 5,5 millones de hectareas del algodon culti-
vadas en China. Segun los estudios realizados
por el Centro para la Politica Agricola China
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CCAP, el algodén Bt en China, en promedio,
aumenta el rendimiento en un 9,6%, reduce el
uso de insecticidas en un 60%, con consecuen-
cias positivas tanto para el ambiente como para
la salud de los productores, y genera un incre-
mento en los ingresos de US$ 220 por hecta-
rea. Ademas, China ya ha sembrado casi un
cuarto de millén de alamos Bt. En un estudio
realizado entre 2002 y 2007, se ha encontrado
que ademas de controlar el principal lepidopte-
ro en el algodon (Helicoverpa armigera), reduce
la presencia de esta plaga en otros cultivos no
OGM, disminuyendo la necesidad de pulverizar
con insecticidas. Entre los desarrollos actuales
se encuentra el arroz transgénico resistente a
plagas (larvas de lepidopteros) que una vez
que se cultive comercialmente, aumentaria el
rendimiento un 2-6% y reduciria el uso de in-
secticidas en casi un 80%.

Iran
En el afio 2004, Iran aprobé la siembra co-
mercial de arroz resistente a insectos. Fue el
primer pais en aprobar arroz GM para cultivo
y consumo. El evento contiene el gen Cry1Ab,
introducido en la variedad popular aromatica
lllamada Tarom molaii, confiriéndole resisten-
cia a la oruga del tallo, plaga que afecta el 25%
de la cosecha cada afio. Durante 2005-2006
Iran sembrd unas 4000 hectareas de arroz Bt.
Se observé que esta variedad rinde 200 kg
mas que su contraparte no OGM. Actualmen-
te todavia no se produce arroz GM en forma
comercial.

Filipinas

Un ejemplo muy interesante de cultivos GM
es el de la berenjena en Filipinas. Este cultivo
de gran importancia econémica (U$S 32 millo-
nes) es atacado por muchas plagas de insec-
tos, entre ellos el mas destructivo es el lepidop-
tero L. orbonalis, Guenee. Para combatir esta
plaga algunos productores pulverizan insecti-
cidas hasta dos o tres veces por semana. Se
estan desarrollando eventos con incorporacion
de genes Bt, y pronostican que su adopcién
significard un aumento en el rendimiento, re-
duccion de costos y de las labores, y un incre-
mento del beneficio de U$S 909/ha comparado
con las variedades de cultivo actual.

Union Europea

El maiz Bt se sembré por primera vez en Es-
pana en el 1998. Entre 1998 y 2002, mediante
un convenio entre productores y compafias
semilleras, se sembraron pequenas superficies
(5% del total del maiz), llegando a 58000 has
en 2006. En Francia se sembraron pequefias
superficies, asi como en Portugal y Alemania
entre 1998 y 2000. Hasta el ano 2005 hubo pe-
quenos incrementos en el area sembrada, y en
el ano 2006, se sembraron aproximadamente
65000 has de maiz Bt en siete Estados Miem-
bros de la UE. El primer impacto de la adop-
cion del maiz Bt se tradujo en mayores rindes
(10% o mas) debido al control de los lepidopte-
ros plaga mas importantes de esas zonas, en
comparacion con los maices convencionales.
Las ganancias generadas por el uso de los
maices Bt fueron entre 65 y 141 €/ha mas que
en los cultivos convencionales. En algunas re-
giones ademas, se mejoro la calidad de grano
mediante una reduccién significativa del nivel
de micotoxinas.

Argentina

En el ano 1998 se han aprobado por pri-
mera vez en Argentina los eventos de maiz
y algodoén con resistencia a insectos para su
produccion y comercializaciéon. A partir de alli
se aprobaron otros eventos Bt en maiz. La su-
perficie sembrada fue incrementandose desde
13 mil y 5 mil has hasta 2,5 millones y 162 mil
has en la campana 07/08 para maiz y algodén
respectivamente. En 2007, el incremento anual
comparado con 2006, fue de 1,1 millones de
hectareas, equivalentes a una tasa anual de
crecimiento del 6%. En el caso de maiz ya se
han aprobado, para su cultivo en la campafa
07/08, eventos apilados de tolerancia a her-
bicidas con resistencia a insectos. La tasa de
adopcion de estos eventos para la produccion
se puede observar en la figura 1. En la tabla 2
se detallan los eventos aprobados en la Argen-
tina hasta agosto de 2008.

* Maiz Bt: el beneficio de la adopcién de la
tecnologia Bt consiste en la prevencién
de las pérdidas de rendimiento causadas
por el ataque de Diatraca Saccharalis
(barrenador del tallo) en su estado larval.
Se estima que las pérdidas en la region
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Superficie con cultivos Bt en Argentina
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Figura 1. Superficie con cultivos Bt en Argentina. Fuente: Argenbio 2008.

pampeana por esta plaga alcanzan los
170 millones de ddlares y que ademas,
la adopcion de hibridos Bt incrementé en
un 10% el rendimiento del cultivo (es de-
cir, que evito pérdidads de produccion de
esa magnitud).

Algodon Bt: el algodon Bt provee resis-
tencia al complejo principal de pestes
(Helicoverpa gelotopoeon y H. Zea co-
munmente asociadas con Heliotis vires-
cens) y también al gusano de la hoja
(Alabama argillacea), la lagarta rosada
(Pectinophora gossipiella) y otros le-
pidopteros (Spodoptera spp). Pero no
provee resistencia contra insectos co-
ledpteros o succionadores (chinches y
homopteros). Se ha determinado que la
reduccion en la cantidad de insecticidas
pulverizados durante el periodo de culti-
vo Bt oscila entre 43% y 55%. La mayo-
ria de las reducciones son en insectici-
das muy téxicos (de clases | y Il), como
organofosforados, carbamatos y piretroi-
des sintéticos, que causan problemas de
residuos y son toxicos para los insectos
benéficos. Se ha estimado el impacto de
la adopcidn de algoddén Bt como el equi-
valente a un 30% de aumento neta de
produccion por hectarea. El aumento de
producciéon corresponde a la reduccién

de las pérdidas causadas por ataques de
lepiddpteros.
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Tabla 2. Eventos con resistencia a insectos aprobados en Argentina (hasta junio de 2008).
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V. CAPITULO 11

Aplicaciones biotecnoldgicas al
manejo de malezas: Eventos de
resistencia a herbicidas en
cultivos.

German Ferrari
Julio E. Delucchi

Marcadores moleculares

Es muy importante destacar que la incum-
bencia de la biotecnologia aplicada al manejo
de malezas no se limitan solamente a la obten-
cion de plantas transgénicas con resistencia
herbicidas. Asi, el uso de marcadores molecu-
lares tiene gran importancia para la correcta
identificacion taxonémica de malezas y para
el conocimiento de las relaciones genéticas
entre poblaciones, el estudio del modo de re-
produccion y del flujo de genes con las plantas
cultivadas. Los recientes avances en la carac-
terizacion funcional de los genomas vegetales
estan encontrando creciente aplicacion en este
campo. La gendmica funcional permite identifi-
car genes cuyas formas mutantes son letales,
constituyendo éstos blancos ideales para su
inhibicion por un herbicida. Por otra parte, la
utilizacion de micro arreglos permite estudiar a
nivel genémico los efectos de “herbicidas can-
didato” sobre la expresion génica. Estos datos
deben ser luego confirmados en estudios pro-
tedmicos.

Las aplicaciones de los marcadores mole-
culares son muy diversas y es de esperar que
se les encuentren nuevos usos. Por ahora se
estan utilizando en la diferenciacion de indivi-
duos, discriminacion entre clones, analisis filo-
genéticos y taxondmicos, mapeo de genomas,
cuantificaciéon de variabilidad génica intra e in-
ter especifica, mejoras genéticas, deteccion de
infecciones o propension a sufrirlas, localiza-
cion de resistencia a enfermedades y disper-
sion de especies entre otras.

Un ejemplo de aplicacién del uso de marca-
dores moleculares en malezas es la epidemio-
logia molecular de sorgo de Alepo (Sorghum
halepensis) resistente a glifosato. Los primeros
casos se manifestaron en el noroeste argenti-

no y al afno 2009 hay reportados casos en el
norte de Buenos Aires, Cérdoba y el noreste
argentino, comprometiendo el cultivo de soja y
maiz, cuya estrategia de manejo de malezas,
estd basada en el uso de glifosato. Existe un
proyecto que plantea el uso de marcadores
moleculares y secuenciacion nucleotidica para
caracterizar la dinamica de la dispersion y ca-
racterizacion molecular del mecanismo de re-
sistencia de dicha maleza.

Instrumentos genémicos y de la

proteémica

La protedmica es el estudio de la estructu-
ra y funcion de las proteinas, incluida su forma
de actuar e interactuar dentro de las células. A
partir del conocimiento profundo del metabolis-
mo celular en las malezas es posible la identifi-
cacion de blancos, tanto para sitio de accién de
los herbicidas como para fuente de resistencia
aplicables a cultivos. Por medio de esta tecno-
logia fue detectada en el maiz la enzima Glu-
tation S-transferaza (GST) (Frear y Swanson,
1970), que tiene la capacidad de detoxificar,
por medio de conjugacién a herbicidas electro-
filicos como la atrazina, acetoclor y metolaclor.

Posteriormente ocurrié el descubrimiento y
aislamiento del gen psbA, proveniente de los
cloroplastos de varias especies de malezas,
que confiere resistencia conspicua a herbicidas
con accion sobre el fotosistema Il como la atra-
zina. A partir de este descubrimiento pudieron
obtenerse plantas de tabaco con el gen psbA
mutado para otorgarle resistencia a atrazina
por seleccién fotomixotréfica* (*sistema de cul-
tivo de in-vitro).

Cultivo de tejidos, seleccion in vitro y
mutagénesis para el desarrollo de
cultivos con resistencia a herbicidas.

Las técnicas de mutagénesis y seleccion in
vitro o a campo, han permitido el aislamiento
de individuos con resistencia a herbicidas, que
en muchos casos, han alcanzado el nivel de
utilizacion comercial. La obtencién de cultivos
Clearfield® (maiz, girasol, colza, trigo, arroz,
entre otros), resistentes a diferentes principios
activos de la familia de las imidazolinonas o la
soja STS®, resistente a sufonilureas, ambos
grupos inhibidores de la enzima acetolactato
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sintetasa (de ahora en mas en este texto, ace-
tohidroxiacido sintetasa, o AHAS), son ejemplo
de ello. Estos cultivos fueron obtenidos a tra-
vés de la induccién de mutaciones y posterior
seleccion, por la accion de los mencionados
herbicidas, de los individuos resistentes.

Cultivos resistentes a herbicidas

obtenidos por ingenieria genética

La ingenieria genética permite la introduc-
cion de variabilidad genética, util para el mejo-
ramiento de los cultivos por métodos no sexua-
les. La resistencia a herbicidas fue una de las
primeras aplicaciones de la ingenieria genética
de plantas, dichos mecanismos de resistencia
ya se conocian a partir de estudios con ais-
lamientos bacterianos resistentes, seleccion
in vitro de células vegetales y de resistencia
a campo en cultivos y malezas. Por lo tanto,
resultaba claro que el fenotipo de resistencia
podia obtenerse a partir de la introduccién de
genes individuales.

A partir del conocimiento de las secuencias
codificantes que pudieran conferir resistencia
a ciertos herbicidas en plantas y disponer de
las herramientas para su correcta expresion,
fue factible la obtencion de cultivos resistentes.
Sumado a esto, un grupo de empresas con
marcado interés por diversificarse hacia el ne-
gocio de semillas, para desarrollar cultivos re-
sistentes a sus moléculas herbicidas, hicieron
posible la obtencion de plantas transgénicas
con resistencia exclusiva a dichos herbicidas
0 bien, combinada con resistencia a insectos.

Segun un informe del ISAAA (Servicio para
la Adquisicién de Aplicaciones Agro-biotecno-
l6gicas), en 2007, 114.3 millones de hectareas
en todo el mundo, un 12% mas que en 2006,
fueron sembradas con cultivos genéticamente
modificados (GM). El 57% de estas hectareas
correspondieron a soja, el 25% a maiz, el 13%
a algodon y el 5% restante a canola. Estas su-
perficies significaron el 64%, 24%, 43% y 20%
de las areas totales de cada uno de esos culti-
vos, respectivamente. En Argentina, en la cam-
pana 2007/08, practicamente el 100% de la su-
perficie de soja fue sembrada con soja toleran-
te al herbicida glifosato, mientras que el maiz
y el algodén transgénicos ocuparon el 74%
y el 90% del area destinada a esos cultivos,

respectivamente. La superficie total de cultivos
GM en Argentina ascendio a 19,85 millones de
hectareas en la campafia 2007/08, un 8% mas
que en la campafa anterior.

El proceso de insercion de genes implica la
obtencion de organismos genéticamente mo-
dificados, en este caso particular, de cultivos
transgénicos. El primer cultivo transgénico
obtenido por este método fue la denominada
soja RR (soja Roundup Ready®) resistente a la
accion herbicida del glifosato, por medio de la
transferencia de un gen, desde una especie de
Agrobacterium al genoma de la soja. Dicho gen
también fue introducido en el maiz, generando
el hibrido de maiz RR (maiz Roundup Ready?®).
Por otra parte, también se obtuvo el maiz Li-
berty Link®, resistente a glufosinato de amonio,
herbicida no selectivo conocido comercialmen-
te como Liberty®. En este ultimo caso, el gen
incorporado codifica para una enzima (fosfi-
notricin-N-acetil transferasa), responsable de
convertir al glufosinato en un metabolito inocuo
para el cultivo.

Objetivos buscados en el desarrollo de

cultivos resistentes a herbicidas

* Resolver un problema de malezas para
el que no haya herbicidas disponibles.

* Reemplazar las combinaciones de her-
bicidas actualmente en uso por nuevos
herbicidas.

* Reemplazar un herbicida de altas dosis
por uno de bajas dosis.

* Reemplazar a un herbicida pre-emer-
gente por uno post-emergente.

* Reemplazar herbicidas con propiedades
ecoldgicas y/o toxicoldgicas inferiores.

Estos objetivos dan un marco de referencia

para encarar el desarrollo de cultivos con resis-
tencia a un herbicida, teniendo en cuenta que,
el desarrollo de cultivos tolerantes debe priori-
zar la utilizacion de herbicidas con los menores
efectos nocivos para el medio ambiente. Es
importante comprender que existen diferentes
problemas de malezas en cultivos particulares
no resueltos aun y que se trata de una situa-
cion dinamica donde las malezas evolucionan
permanentemente como respuesta a las prac-
ticas de control empleadas por los agricultores.
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Estrategias para obtener cultivos

resistentes a herbicidas mediante

ingenieria genética

* Incrementar la expresion de la proteina
blanco del herbicida.

» Alterar el sitio de accion del herbicida.

* Introducir genes que permitan la detoxifi-
cacion del herbicida.

Cabe mencionar que, de las estrategias
mencionadas solo las dos ultimas han produ-
cido aplicaciones comerciales. En la tabla infe-
rior son enumerados los principales eventos de
resistencia a herbicidas aplicados en cultivos y
su modo de accion.

Resistencia a Glifosato

En el afio 1974 se introdujo al mercado el
herbicida Roundup® cuyo ingrediente activo es
el acido glifosato (n-fosfonometil glicina). Este
es un herbicida pos emergente de amplio es-
pectro, no selectivo y seguro desde el punto

Gliosato

de vista ambiental (baja toxicidad para orga-
nismos no blanco, bajo movimiento en el agua
subterranea y persistencia limitada).

El glifosato inhibe en plantas, bacterias,
algas, hongos y parasitos apicomplejos, la
5-enolpiruvil  shikimato-3-fosfato  sintetasa
(EPSPS), enzima clave para la sintesis de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina
y triptofano). La EPSPS es codificada en plan-
tas por un gen nuclear cuyo producto activo se
localiza en los plastidos. En las plantas, esta
ruta biosintética (ruta del shikimato) tiene lugar
en el cloroplasto. El glifosato actia como un in-
hibidor competitivo ocupando el lugar del PEP
(fosfoenolpiruvato) en el complejo enziméatico.
La union de este herbicida a la enzima nativa
bloguea su actividad e impide el transporte del
complejo EPSPS-shikimato 3-fosfato al cloro-
plasto. La enzima producida por el gen mutado
(epsps*) tiene una menor afinidad por el glifo-
sato y es cataliticamente activa en presencia
del herbicida (Figura 1).

|

\

Nucleo

Phe, Trp, Tyr

Figura 1. Esquema de la inhibicién por el acido n-fosfonometil glicina (glifosato) sobre la enzima EPSPS
susceptible y la incompatibilidad del sitio de accién al mismo herbicida en la enzima EPSPS* mutante.

Fuente: Mentaberry, A. 2007



Figura 2. Estructura de la EPSP sintetasa de E.
coli. Los residuos del sitio activo estdn marcados
en azul. La regién en rojo es una regién altamente
conservada. La conversion de la Gly 96 a Ala trans-
forma a la enzima en resistente a glifosato. Menta-
berry, A. 2007

Desarrollo de plantas transgénicas
resistentes a glifosato

EPSPS resistente a glifosato de la cepa

CP4 de Agrobacterium tumefaciens

(cp4 epsps).

El gen que codifica la EPSPS se cloné ini-
cialmente en bacterias y se demostré que el
incremento de su expresion, logrado median-
te la localizacion del mismo en un plasmido
multicopia, confiere resistencia al herbicida.
Se obtuvieron asi plantas transgénicas de
petunia que expresaban un ADNc codificante
para la pre-proteina completa EPSPS de esa
misma especie bajo control del promotor 35S
del virus del mosaico del coliflor. Estas plan-
tas resultaron altemente tolerantes al herbici-
da. Otra estrategia explorada fue la busqueda
de formas variantes de la EPSPS que tuvieran
simultaneamente baja afinidad por el glifosato
y buena actividad catalitica. Se demostrd que
las plantas transgénicas que expresaban una
EPSPS heterdloga con estas caracteristicas,
tenian muy buena respuesta frente al herbici-

da. A partir de estos descubrimientos, se aislé
el gen que codifica una EPSPS resistente a gli-
fosato proveniente de la cepa CP4 de la bac-
teria Agrobacterium tumefaciens (cp4 epsps).

Asimismo, se demostré en varias especies
vegetales (zanahoria, petunia, tabaco, alfalfa 'y
soja) que la seleccion gradual con glifosato en
cultivos celulares permite obtener lineas celu-
lares con resistencia al herbicida mediada por
un proceso de amplificacién génica.

Gen gox, que codifica la enzima glifosato

oxidoreductasa

Esta es la enzima responsable del proceso
de degradacién del glifosato por la ruta del aci-
do aminometilfosfonico (AMPA). Se observo
que el glifosato es rapidamente degradado por
bacterias del suelo, el catabolismo de este her-
bicida puede producirse por la ruta de la C-P
liasa (observada en Pseudomonas sp.) o por
la del AMPA a partir Achromobacter sp. El gen
gox, codificador de la enzima glifosato oxidore-
ductasa, es obtenido a partir de la cepa LBAA
de Achromobacter sp y puede ser incorporado
al genoma vegetal para sintetizar dicha enzima
y asi conferir resistencia por degradacion del
principio activo.

La utilizacién del gen cp4 epsps para obten-
cion de plantas transgénicas tolerantes a glifo-
sato, ha resultado mas eficiente que la del gen
gox. Se han observado en varios casos que la
expresion de este ultimo, en presencia del her-
bicida, esta asociada a sintomas que sugieren
fitotoxicidad de los productos de degradacion.

Desarrollo de productos comerciales resis-

tentes a glifosato

e Soja: promotor 2x35S / secuencia codifi-
cante cp4 epsps (1996).

e Canola: Promotor FMV (Figwort mosaic
virus) / secuencia codificante cp4 epsps
y promotor FMV / secuencia codificante
gox (1996).

* Algodén: promotor FMV / secuencia co-
dificante cp4 epsps (version sintética con
optimizacioén de uso de codones; 1997).

* Maiz: promotor de actina 1 de arroz /
secuencia codificante cp4 epsps y pro-
motor 2x35S / secuencia codificante cp4
epsps (2001).



Resistencia a glufosinato de amonio

El glufosinato de amonio es un herbicida
de contacto de amplio espectro que se utiliza
para controlar malezas en post-emergencia,
como defoliante para acelerar el secado de
granos previo a la cosecha, o para el control
total de la vegetacion en suelos no cultivados.
Fue desarrollado por Hoechst en los afos 70 y
es comercializado en mas de 40 paises bajo
distintos nombres comerciales, Basta®, Rely®,
Finale® y Challenge®. El L-glufosinato (L-fosfi-
notricina) es un inhibidor competitivo reversible
del lugar del L-glutamato en el complejo enzi-
matico de la glutamino sintetasa, que desem-
pefa un papel crucial en la via de asimilacion
primaria y secundaria del amonio en las plan-
tas. La asimilacién primaria comprende el amo-
nio originado a partir del nitrato absorbido del
suelo por las raices y la secundaria comprende
la reasimilacién del amonio libre que se forma
en la planta como consecuencia de la deami-
nacion de aminodcidos y la fotorespiracion. En
las plantas tratadas con glufosinato, la inhibi-
cion de la reaccion que produce glutamina a
partir del glutamato conduce a una rapida acu-
mulacion de amonio, la fotosintesis y la sinte-
sis de proteinas decrecen. El conjunto de estos
procesos producen la muerte de la planta unos
pocos dias luego del tratamiento.

Obtencion de plantas transgénicas

resistentes a glufosinato

El bialafos, un producto de fermentacién de
Streptomyces hygroscopicus, se comercia-
liza en Japon desde 1984 bajo el nombre de
Herbiace®. Este es un pro herbicida natural
que consiste en L-glufosinato y dos residuos
L-alanina. En las células vegetales, el bialafos
se convierte en L-glufosinato por accion de en-
dopeptidasas.

A partir de la cepa Tu494 de Streptomyces
hygroscopicus, se clonaron los genes bar y pat,
ambos codifican para la sintesis de la enzima
fosfinotricin-acetil transferasa (proteina PAT),
que convierte al L-glufosinato en una forma
acetilada sin actividad herbicida y que permite
a estas bacterias defenderse de la accion toxi-
ca del glufosinato que ellas mismas producen.
Las primeras plantas con niveles de resisten-
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cia a herbicidas suficiente para su uso agricola
se obtuvieron expresando constitutivamente el
gen bar (tabaco, tomate y papa). Actualmente,
ambos genes se encuentran en varios cultiva-
res transgénicos que tienen status comercial
asi, Aventis comercializa en Canada, la canola
Liberty Link® desde 1995 y en el afio 1997 se
aprobo6 en EEUU la soja y el maiz Liberty Link®.

Herbicidas que inhiben la

acetohidroxiacido sintetasa

La acetohidroxiacido sintetasa (AHAS), mas
conocida por su antigua denominacion de ace-
tolactato sintetasa (ALS), es una enzima clave
en la biosintesis de los aminoacidos ramifica-
dos leucina, valina e isoleucina (Fig. 3).

Los herbicidas inhibidores de la AHAS se
han difundido debido a que presentan varias
ventajas:

» Se utilizan en dosis muy bajas que pue-

den llegar a 2 g. ia/ha.

* Son de amplio espectro.

* Poseen actividad residual en el suelo.

* Permiten una amplia ventana de aplica-
cion y buen margen de seguridad para el
cultivo.

* Presentan baja toxicidad para mamife-
ros.

La AHAS es un blanco muy particular, ya
que es inhibida por herbicidas que pertene-
cen a varios grupos quimicos, entre ellos, las
sulfonilureas y las imidazolinonas. Ambos son
relativamente recientes y el primero de ellos
fue comercializado en 1982 (clorsulfuron, una
sulfonilurea). Las sulfonilureas actuan como
inhibidor competitivo del piruvato sobre el sitio
catalitico de la enzima y las imidazolinonas ac-
tuan como inhibidor no competitivo con respec-
to al piruvato (Fig. 4). La expresion de AHAS
es necesaria siempre que haya sintesis de
proteinas, por ello esta enzima se expresa a lo
largo del ciclo de vida de la planta, catalizando
el primer paso de las dos ramas de la biosin-
tesis de aminoacidos ramificados, proceso que
en las plantas se localiza en los cloroplastos.
Los inhibidores de la AHAS se unen a dominios
de la misma que no corresponden al sitio ca-
talitico, esto provoca que las mutaciones pun-
tuales que afectan la unién de un herbicida a
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Figura 3. Representacion de la enzima AHAS de Arabidopsis thaliana mostrando sus 4 sub-unidades
idénticas. Fuente: Dr. Ronald G. Duggleby

TPP

Figura 4. Sub-unidad de AHAS mostrando sus tres sectores junto con la Tiamina piro fosfato (TPP) en
color rojo y los cofactores Mg?*, y flavin dinucleotido (FAD). En amarillo puede verse el sitio de accién ocu-
pado por el herbicida imazaquin. Fuente: Dr. Ronald G. Duggleby

la AHAS, no modifiquen su actividad catalitica. convierten a la AHAS sensible en una forma de
Como consecuencia, se han descrito en male- la enzima resistente a por lo menos un herbici-
zas, varias sustituciones de aminoacidos que da sin perder su funcionalidad.
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Surgimiento de malezas resistentes a las

AHAS

El extenso y reiterado uso de los inhibidores
de la AHAS hizo que, a pesar de su reciente di-
fusidn, la resistencia a los mismos haya evolu-
cionado rapidamente en las malezas. Asi, hay
actualmente mas especies o biotipos de male-
zas resistentes a este grupo de herbicidas que
a cualquier otro. En la mayoria de los casos la
resistencia que surge en las malezas se debe
a alteraciones en el sitio blanco del herbicida
como origen de una mutacién puntual. Existen
una gran cantidad de mutaciones responsables
de la resistencia a los inhibidores de la AHAS,
por ejemplo las mutaciones en los genes que
codifican dicha enzima, resultando en algun
cambio de cualquiera de los cinco aminoacidos
que la forman. Por ejemplo, un cambio en Pro
197 provee alta resistencia a las sulfonil ureas
pero no a las imidazolinonas, mientras que la
sustitucion de Ala122 resulta en resistencia so-
lamente a IMI. Una mutacion en Trp591 provee
resistencia a las dos familias de herbicidas y
es muy posible que ocurran mutaciones mul-
tiples que generen resistencia multiple al con-
junto de inhibidores de la AHAS. Los diferentes

patrones de resistencia a los inhibidores de las
AHAS sugieren que los sitios de unién de cada
familia no sean idénticos (Fig. 5). El gran nu-
mero de biotipos resistentes se debe en parte
a que existen muchos aminoacidos que al ser
sustituidos transforman a la AHAS en resisten-
te. La resistencia a las AHAS puede dividirse
en 3 categorias:

* Biotipos resistentes a todos los inhibi-
dores de las AHAS: sulfonil-ureas (SU),
imidazolinonas (IMI), triazolopyrimidinas
(TP), y pyrimidinylthiobenzoatos (PTB)

+ Biotipos resistentes a IMl y PTB sola-
mente.

* Biotipos resistentes a SU y TP solamen-
te.

Obtencion de cultivos resistentes a

inhibidores de la AHAS

A mediados de la década del 80 se obtuvie-
ron importantes avances en el desarrollo de
lineas de arroz tolerante o resistente a herbici-
das IMI, principalmente por una seleccion masi-
va en cultivos de tejidos. En 2001 y 2002 las va-
riedades resistentes a IMI fueron introducidas
en el sur de EEUU bajo el nombre comercial de

Figura 5. A) Clorimuron-etil posicionado en el sitio activo de la AHAS de Arabidopsis. La molécula es
inclinada en torno al grupo sulfonil los anillos aromaticos obstruyen el canal de acceso al sitio activo de la
enzima mientras que el resto de la molécula se mete en éste. B) Imazaquin bloqueando el acceso al sitio
activo de la AHAS, su posicidén es mucho mas superficial en comparacion al clorimurén Fuente: Dr. Ronald

Duggleby
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Clearfield®. Estas variedades no fueron modifi-
cadas por la insercion de genes extranos sino
que son mutantes seleccionados y desarrolla-
dos con variedades siguiendo el método clasico
de fitomejoramiento. La tecnologia Clearfield®,
proveniente de una mutacién natural en plantas
de girasol silvestre (Helianthus annuus), ha sido
incorporada en el cultivo comercial de girasol.
El trigo de primavera resistente a las imidazoli-
nonas fue liberado comercialmente en Canada
en 2004 (IR Trait). En remolacha azucarera fue
desarrollada la resistencia a IMI y sulfonilureas
por seleccion de células somaticas Sir-13 y
93R30B. Las sojas STS® (sulfonylurea-tolerant
soybeans) fueron obtenidas en 1993 por mé-
todos de seleccion tradicional y poseen el gen
Als1 que otorga resistencia natural a este tipo
de herbicida.

Mediante tratamientos mutagénicos de mi-
crosporas y posterior cultivo y seleccion in vitro,
se han obtenido plantas resistentes a imidazoli-
nonas (colza), de esta misma manera, se obtu-
vieron plantas resistentes a imidazolinonas por
mutagénesis quimica de semillas y posterior
seleccion a campo en arroz, trigo y maiz. Res-
pecto de la obtencion de plantas transgénicas,
fueron obtenidas plantas de algodon resisten-
tes debido a la expresion de una AHAS de taba-
co mutagenizada in vitro y lino con la expresion
de una AHAS de Arabidopsis spp.

Resistencia a las triazinas

La aparicion de la resistencia a las triazinas
en algunas especies de malezas, aporté una
buena oportunidad para desarrollar cultivos re-
sistentes por técnicas de seleccion clasica. La
fuente de genes utilizada por los criadores esta-
ba normalmente limitada por las barreras repro-
ductivas que existen entre las especies, pero la
aparicion de un biotipo de Brassica campestris
resistente permitié el desarrollo de la canola
resistente a las triazinas. El citoplasma de B.
Campestris resistente fue transferida a Brassi-
ca napus var. Oleifera por retrocruzas combina-
da con seleccion citogenética. Asi OAC Triton®
fue la primera canola resistente a triazinas que
aparecio comercialmente en Canada.

Dentro de este grupo, la atrazina es uno de
los herbicidas mas usados en el mundo, estos
herbicidas son inhibidores fotosintéticos. Su

mecanismo de accién consiste en unirse a la
proteina D1, ubicada en la membrana tilacoi-
de del cloroplasto, impidiendo asi su union a la
plastoquinona y bloqueando el transporte de
electrones hacia el Fotosistema |. La atrazina
se usa en cultivos como maiz y sorgo, que pre-
sentan resistencia a la misma por tener capa-
cidad metabdlica de detoxificarlo por medio de
la glutation-s-transferasa, que fija un tripéptido
de glutation a compuestos hidrofébicos como la
atrazina. Este mecanismo, esta involucrado en
el metabolismo de las triazinas y las clorace-
tanilidas. Una vez que el glutation es unido al
herbicida, este se transforma en un compuesto
no toxico y es removido hacia la vacuola. Este
es uno de los mecanismos enzimaticos de pro-
teccién frente a compuestos xenobidticos, una
de las estrategias de la resistencia a herbicidas.

Selectividad por alteraciones en el sitio

blanco del herbicida

En el contexto de reiterado uso de triazinas
en monocultivo de maiz, se han identificado
biotipos de malezas con resistencia a las mis-
mas. Esta resistencia se basa en la alteracién
del sitio blanco de estos herbicidas. La protei-
na D1 esta codificada por el gen psb A, que
esta ubicado en el genoma del cloroplasto.
En varias especies vegetales se ha reportado
como base molecular de la resistencia a triazi-
nas una mutacién de puntual en el codén 264
del mencionado gen, que produce una sus-
titucion de serina por glicina (Figura 6) en la
forma resistente. Un reemplazo de isoleucina
por Val219 en Poa annua es la responsable de
la resistencia de este biotipo al diuron y metri-
buzin. En Portulaca oleacea una sustitucion de
Ser264 a treonina provee resistencia a linuron.
La resistencia de los inhibidores del fotosiste-
ma |l basada en cambios del sitio de accién
es de herencia materna, por ser origen de una
mutacion del ADN del cloroplasto. Este tipo de
herencia es de bajo potencial de expansion ya
que no se diseminan por medio del polen.

La proteina 32 kDa (proteina de uniéon a Qb o
D1) fue identificada como sitio de union de las
triazinas en Amaranthus hybridus. Esta protei-
na integra el nucleo del centro de reaccién del
Fotosistema Il. En lineas resistentes de Ama-
ranthus, se vio que las triazinas no se unian a
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Figura 6. Fragmento de la proteina D1 que es punto de unioén de la plastoquinona vy sitio de accion de la
s triazinas, mostrando la sustitucion de serina de la forma susceptible por glicina en la forma resistente a
atrazina, en el codén 264. Fuente: Mallory-Smith, 2006.

la proteina y se encontré una mutacion puntual
de Ser a Gly en la posicion 228. Se observaron
mutaciones similares de la Ser 264 a Gly en la
proteina de 32 kDa de Chlamydomonas rein-
hardtii, Chenopodium album'y Solanum nigrum.

La busqueda de resistencia por ingenieria
genética se ha orientado a la introduccion de
proteinas de 32 kDa mutadas en plantas trans-
génicas y a la detoxificacion de atrazinas me-
diante la introduccion de un gen que codifica
glutation-S-transferasa (GTS). El segundo en-
foque ha dado mejores resultados.

Resistencia a hidroxibenzonitrilos

Los hidroxibenzonitrilos son también inhibi-
dores del fotosistema Il en especies dicotiledo-
neas. Por esta razén, cuando se aplican sobre
dicotiledoneas resistentes a los mismos, se
suele incluir un herbicida de accion graminici-
da, de modo de ampliar el espectro de control
de malezas. Se obtuvieron plantas transgéni-
cas de algodén, colza y tabaco que expresan
una secuencia codificante para una nitrilasa,

obtenida de Klebsiella pneumoniae sub. sp.
ozanae. Estas plantas son resistentes a campo
a los herbicidas ioxynil y bromoxynil y han sido
liberadas comercialmente en algunos paises.
Al ser el glifosato menos costoso y de mayor
espectro de control que los hidroxibenzonitri-
los, en 2004 fue el ultimo afo de comercializa-
cion de algodon BXN1 y colza BXN.

Resistencia a Dicamba

Es un herbicida auxinico que se utiliza como
pre y post emergente en el control de malezas
latifoliadas anuales y perennes. Recientemen-
te se logré aislar el gen de la dicamba mono-
oxigenasa (DMO) de Pseudomona maltophi-
lia, la cual confiere tolerancia a dicamba. Esta
enzima esta involucrada en la conversion del
dicamba en un compuesto no téxico como el
acido 3,6 dicloro-salicilico. La insercion de este
gen provee a las plantas latifoliadas resisten-
cia al herbicida. Actualmente se encuentra en
desarrollo y proceso de inscripcion en USA la
soja y el algodon resistentes a dicamba por la
insercion de este gen.
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Otras resistencias metabolicas

Genes de bacterias

Se obtuvieron plantas transgénicas de va-
rias especies, resistentes al acido 2,4-dicloro
fendxiaceético (2,4-D; regulador de crecimiento
de tipo auxinico) por expresién de una mono-
oxigenasa con gran especificidad de sustra-
to, obtenida de Alcaligenes eutrophus (gen
JMP134 tfdA), una bacteria de suelo capaz de
utilizar el 2,4-D como sustrato fuente de car-
bono. A partir de esta bacteria, también, se lo-
graron plantas transgénicas que expresan una
secuencia codificante para una dehalogenasa,
que confiere resistencia al herbicida dalapon
(inhibidor de la sintesis de lipidos), asi como
una secuencia codificante para una carbamato
hidroxilasa, obtenida tambien de Alcaligenes
sp. que confiere resistencia al herbicida meto-
laclor (perteneciente al grupo de las cloroace-
tamidas que inhiben la sintesis de lipidos).

Genes eucarioticos

Fueron obtenidas plantas de tabaco que ex-
presan una glutation S-transferasa de maiz, re-
sistentes a cloroacetamidas, plantas transge-
nicas de papa con expresion constitutiva de 3
secuencias codificantes para citocromo-P450
monooxigenasas humanas. Se expresé en
papa, bajo control de un promotor inducible por
benzotiadiazol, una secuencia que codifica la
citocromo-P450 monooxigenasa de rata, sola
o fusionada con una de levadura. Las plantas
fueron resistentes a herbicidas del grupo de las
fenilureas. Se obtuvieron plantas de tabaco y
Arabidopsis con expresion constitutiva de una
citocromo-P450 monooxigenasa de topinam-
bur (Helianthus tuberosus). Estas resultaron
resistentes a fenilureas.

Comentarios finales

El descubrimiento de nuevos herbicidas no
es una tarea sencilla ni econdmica. Para tener
alguna oportunidad de ser comercializado, un
herbicida, deberan tener buena actividad bio-
I6gica contra un amplio espectro de malezas,
ser no toxico para cultivos, mamiferos e inver-
tebrados, tener poca residualidad en el suelo y
un costo de produccién favorable. En este con-
texto, el desarrollo de cultivos con resistencia

a los herbicidas no selectivos ya existentes, es
una opcion interesante para ser explorada por
la industria agroquimica respecto al desarrollo
de nuevos herbicidas. Debe remarcarse que
esto implica un cambio de paradigmas tecnolo-
gicos: antes, se desarrollaban herbicidas para
su uso en cultivos particulares; ahora, se modi-
fican genéticamente los cultivos para favorecer
el uso de herbicidas particulares. La capacidad
de los cientificos para desarrollar nuevos even-
tos transgénicos utiles en cultivos y la expecta-
tiva de utilizacion de los mismos es actualmen-
te muy alta. Sin embargo, surgen cuestiones
que podrian afectar el futuro desarrollo de este
tipo de tecnologia. Como afectara la opinion
publica y los actuales sistemas regulatorios a
los nuevos eventos transgénicos? ¢ Habra su-
ficientes mercados globales que justifiquen la
inversién que implica su desarrollo? ;Acepta-
ran los consumidores la proliferacion de nue-
vos organismos genéticamente modificados
(OGM) en Europa? La demanda de los produc-
tores por los OGM puede ser muy alta, pero
globalmente el comprador debe también nego-
ciar respecto de la situacién de los gobiernos y
la sociedad para determinar la viabilidad de los
nuevos eventos transgénicos. La expansion fu-
tura en esta area dependera de como se res-
ponda a estas cuestiones.
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V, CAPITULO 12

Obtencién de plantas tolerantes a
distintos tipos de estreses
abiéticos

Florencia del Viso, Andrea F. Puebla,
Néstor Carrillo y Raquel L. Chan

Factores abiéticos que causan

estrés en plantas. Efectos sobre

los cultivos de interés agronémico

Los cambios desfavorables en el ambiente,
provocados por factores climaticos y edaficos,
generan estrés de tipo abidtico en las plantas
afectando severamente su productividad. Los
estreses abidticos constituyen la principal causa
de pérdidas en los cultivos. Estas pérdidas de
productividad superan a veces, segun calculos
estimativos, el 50%. Las estrategias de mejora-
miento clasico indicaron que los caracteres de
tolerancia a estreses ambientales son caracteres
cuantitativos y dificiles de seleccionar.

Existen numerosos factores abidticos natura-
les causantes de estreses para las plantas. Las
actividades antropogénicas han agravado esta
problematica. Como resultado global, el 22 % de
los suelos cultivados es salino y las areas someti-
das a déficit hidrico se expanden continuamente.

En este capitulo nos enfocaremos en la des-
cripcion de los estreses abidticos que mas afec-
tan el crecimiento, desarrollo y productividad de
los cultivos; asi como en las estrategias que se
han implementado con el objetivo de obtener las
variedades de especies agrondmicamente im-
portantes mejor adaptadas a situaciones de es-
trés.

El déficit hidrico

La disponibilidad de agua es el factor mas im-
portante que afecta los cultivos. La sequia cau-
sa deshidratacion celular por remocién de agua
hacia los espacios extracelulares resultando
en la reduccion del volumen vacuolar y citoso-
lico, en la reduccion del crecimiento vegetativo
por disminucién de la tasa fotosintética, y en la
produccion de especies reactivas de oxigeno
(EROS) que afectan negativamente las estruc-
turas celulares y el metabolismo.

La primera respuesta observada en plantas
sometidas a un estrés hidrico severo es el cierre
de los estomas para prevenir la pérdida de agua
por transpiracién, lo que provoca una disminu-
cion de la tasa fotosintética y de la actividad
ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
(RubisCO). La disminucion en el CO, intrace-
lular provoca un aumento en el transporte de
electrones con una concomitante produccion de
ERQOS, incluyendo anién superéxido, peroxido
de hidrégeno (H,O,) y oxigeno singlete.

Los cambios bioquimicos y fisiolégicos aso-
ciados a la adaptacion al estrés hidrico incluyen
variaciones en la fluidez y en la composicién de
las membranas, acumulacién de osmolitos, y
cambios en las interacciones proteina-proteina
y proteinas-lipidos.

Salinidad

Las altas concentraciones salinas en los
suelos afectan a las plantas en al menos dos
formas. En primer lugar dificultan a las raices
la extraccién de agua del suelo y en segundo
lugar resultan toxicas para toda la estructura
vegetal. Las diferentes especies varian en su
tolerancia al estrés salino. Existen especies
sensibles como el arroz, el maiz y la soja,
mientras que otras como la alfalfa o la cebada
presentan una mayor tolerancia.

Los efectos causados por el estrés salino
son esencialmente la disrupcién del equilibrio
osmoético e idnico por exceso de sodio (Na*),
y la produccion de EROS. Niveles toxicos de
Na* afectan la actividad de diversas enzimas y
causan la desorganizacién de las membranas,
la reduccion del crecimiento, y la inhibicion de
la expansion y la division celular.

La reduccién del crecimiento como conse-
cuencia del estrés salino presenta dos fases.
La primera (fase osmatica) es una respuesta
rapida, que causa una pronunciada detencién
del crecimiento de la planta y el cierre de los
estomas. La segunda (fase ionica) se caracte-
riza por una necrosis de las hojas causada por
la acumulacion de Na*. En algunas especies,
las raices de las plantas exhiben la capacidad
de excluir al Na*. En otras, existe una toleran-
cia especifica de tejido al Na*y al anién cloruro
(CI), que involucra la compartimentalizacion de
estos iones intracelularmente, asi como tam-
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bién la excrecion de sales por medio de glan-
dulas especializadas.

Las temperaturas extremas

El estrés por temperatura que experimen-
tan las plantas puede clasificarse en tres tipos:
bajas temperaturas sobre cero (del inglés chi-
lling), temperaturas de congelamiento (del in-
glés freezing) y altas temperaturas.

Altas temperaturas

En la actualidad, el calentamiento global
acentua los efectos adversos de las altas tem-
peraturas sobre los cultivos, incrementando las
perdidas de productividad en tasas de hasta el
17% por cada grado Celsius de aumento de la
temperatura ambiente durante la estacion de
crecimiento vegetativo.

El estrés por altas temperaturas esta deter-
minado tanto por el aumento de la temperatura
ambiental por sobre la éptima inherente a cada
especie, como por la radiacion solar. Las hojas
son los 6rganos que mas sufren este tipo de
estres.

Las altas temperaturas, al igual que las ba-
jas, afectan la fluidez y la permeabilidad de las
membranas celulares y conducen a la apertura
estomatica para refrigerar la hoja.

Bajas temperaturas

El frio es un factor relevante que causa se-
rias consecuencias en la productividad de las
especies vegetales. Las especies adaptadas
a climas templado-frios, como los cereales de
invierno, toleran bajas temperaturas sobre cero
(0 = 15 °C), y aun temperaturas de congela-
miento si son expuestas a un proceso conocido
como aclimatacion. En contraste, las especies
de climas tropicales y subtropicales, como el
maiz, el arroz o el tomate, son sensibles a las
bajas temperaturas y en su mayoria carecen
de mecanismos de aclimatacion.

La consecuencia mas importante del conge-
lamiento es el dafio a las membranas celulares.
Estas son afectadas por la disminucién de la
fluidez y la deshidratacion que sufren durante
el congelamiento. La fluidez de las membranas
depende de la temperatura y de la proporcion
de acidos grasos insaturados presentes.

Vias de senalizacidn de las respuestas.

Regulacion de la expresion génica.

Las plantas han adquirido durante su evolu-
cion la capacidad de modificar eventos especi-
ficos del desarrollo como respuesta a los cam-
bios en las condiciones ambientales, y de este
modo optimizar la utilizacion de los nutrientes
disponibles. Esta plasticidad representa una
ventaja significativa ya que el programa de
expresion de genes que gobierna el desarro-
llo puede variar de acuerdo a las condiciones
externas.

Las plantas perciben las senales del medio
ambiente y las transmiten a la maquinaria celu-
lar. De esta forma activan procesos utilizando
mecanismos complejos que les permiten acli-
matarse. La respuesta consiste, en general, en
cambios en el tipo, cantidad o actividad de de-
terminadas proteinas de la planta, generando
componentes Utiles para las nuevas condicio-
nes y eliminando los superfluos. Esto implica la
activacion o inactivaciéon de los genes a partir
de los cuales estas proteinas son sintetizadas.
Los procesos de activacion e inactivacion sue-
len estar gobernados por un lado, por factores
de transcripcion y por otro por la presencia de
elementos presentes en las regiones promoto-
ras de los genes regulados. Ademas de este ni-
vel de regulacion de la expresion génica (trans-
cripcional), existen otros puntos de regulacién
que incluyen las vias de procesamiento de los
ARN mensajeros, el transporte de los mismos
una vez maduros, su traducibilidad, y por ulti-
mo el procesamiento y transporte de las protei-
nas sintetizadas. Recientemente se han des-
cripto mecanismos de silenciamiento de genes
mediados por micro-ARNs, como un punto im-
portante de regulacion de la expresion génica
(para una revision ver Sunkar y col., 2007).

Obtencién de plantas transgénicas con

tolerancia mejorada a distintos tipos de

estrés de origen abiético

Como se ha comentando, los mecanismos
de adaptaciéon a condiciones ambientales ad-
versas son controlados por redes moleculares
involucradas en la percepcion del estrés, la
transduccién de las sefales, y la regulacion de
la expresion de genes efectores. Estas casca-
das activan mecanismos protectores para res-
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tablecer la homeostasis, y proteger y reparar
biomoléculas y membranas dafiadas (Figura
1). En consecuencia, la manipulacion de genes
que ayuden a mantener las funciones de célu-
las y componentes podria, en principio, incre-
mentar la tolerancia a estrés. La mayor parte de
las estrategias empleadas para mejorar el ren-
dimiento de plantas bajo condiciones adversas
se han basado en el fortalecimiento de estos
sistemas enddgenos (Figura 1). En los ultimos

afnos se realizaron numerosos estudios detalla-
dos sobre el desarrollo de tolerancia a estrés
abidtico, muchos de ellos basados en la deter-
minacion de perfiles de transcriptos y amplitud
gendmica, que proporcionaron el conocimiento
indispensable para el desarrollo racional de to-
lerancia a estrés.

Diferentes fuentes de estrés (sequia, hela-
das, salinidad) disparan una respuesta en cier-
to modo Unica, que posee a la vez elementos

iénica y osmotica, dafio
funcional y estructural
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comunes e idiosincrasicos respecto a otras res-
puestas y a vias metabdlicas y morfogenéticas
del organismo. Existe una significativa super-
posicion y entrecruzamiento (del inglés crossta-
Ik) entre tales redes de decisiones, que puede
resultar sinérgica o antagoénica. Aunque esta
observacion abre posibilidades de obtener to-
lerancia cruzada a diferentes fuentes de estrés
mediante una unica intervencion transgénica,
también limita el numero de intervenciones uti-
les, y a menudo requiere una regulacion sofisti-
cada del transgén para prevenir impactos inde-
seables en el crecimiento y desarrollo vegetal.
Las estrategias de ingenieria genética em-
pleadas para incrementar la supervivencia bajo
condiciones de estrés han intentado fortalecer
la expresion de cuatro grandes grupos de ge-
nes: i) genes involucrados en la transmisién de
sefiales; ii) reguladores transcripcionales; iii)
genes que codifican proteinas involucradas en
la tolerancia, como proteinas del shock térmico
(HSP) y enzimas antioxidantes; y iv) genes que
codifican enzimas involucradas en la sintesis
de metabolitos protectores. Discutiremos bre-
vemente cada una de las estrategias. En las
Tablas 1 a 3 se describen algunos casos.

Genes involucrados en la cascada de

senales

Varios genes inducibles por estrés cuyos
productos intervienen en la transmision de se-
nales de la respuesta han sido identificados y
caracterizados exhaustivamente, incluyendo
fosfolipasas y quinasas de proteinas pertene-
cientes a las familias MAP (del inglés mitogen-
activated protein), y SOS (del inglés salt-overly-
sensitive). Puesto que operan en un nivel alto
de la cascada de decisiones de la respuesta,
constituyen por definicion excelentes puntos
de intervencién para obtener tolerancia gene-
ralizada. Varios de estos genes han sido intro-
ducidos en plantas resultando en lineas con fe-
notipos tolerantes a diversas fuentes de estrés.

A titulo de ejemplo, la expresion constitutiva
de la MAP quinasa quinasa quinasa 1 de ta-
baco en maiz, activa una cascada de senales
oxidativas que confiere tolerancia aumentada
a heladas, calor y salinidad en las transforman-
tes; protegiendo la fotosintesis y otros metabo-
lismos bajo condiciones adversas.
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Sin embargo, esta estrategia no esta exenta
de problemas ya que la expresion constitutiva
de este tipo de genes suele afectar rutas no
vinculadas al estrés y, muy a menudo, se aso-
cia con retardos de crecimiento y alteraciones
en el metabolismo basal. Tales inconvenientes
podrian evitarse mediante el uso de promoto-
res inducibles por estrés en lugar de constituti-
vos; la situacion refleja la dificultad de manipu-
lar reguladores clave sin contar con reglas ge-
nerales para identificar puntos de intervencién
adecuados.

Los factores de transcripcion

Los factores de transcripcion (FTs) juegan
un rol central en la elaboracién de la respues-
ta ambiental y el programa morfogenético de
la planta. Se trata de proteinas que actuan en
frans, capaces de reconocer blancos de se-
cuencias especificas de ADN (elementos cis)
localizadas en las regiones promotoras de de-
terminados genes. La regulacién de la expre-
sion génica esta gobernada en gran medida
por la interaccion de los FTs con esta clase de
elementos cis, induciendo o reprimiendo distin-
tas vias de transduccion de sefiales a través de
un efecto dominé.

En plantas, se han identificado y caracteri-
zado numerosos genes que codifican FTs. De
hecho, en Arabidopsis thaliana 'y Oryza sativa,
cuyos genomas fueron completamente se-
cuenciados, se identificaron unos 1500 genes
que codificarian FTs. Esta identificacion se rea-
lizé en base a la presencia de dominios 0 mo-
tivos conservados, y caracterizados funcional-
mente en FTs de otros reinos. Sin embargo, en
plantas, no mas de un 10 % de estas secuen-
cias han sido aisladas y estudiadas fehacien-
temente, asignandoles la funcion de FT a las
proteinas codificadas. Ademas se debe tener
en cuenta que la similitud entre proteinas de
organismos que pertenecen a distintos reinos,
no necesariamente implica que se encuentren
involucradas en la regulacion de los mismos
eventos.

Los FTs vegetales se clasifican en familias y
subfamilias de acuerdo al grado de conserva-
cion de la secuencia de aminoacidos, al tama-
no, y a la composicion estructural de los genes
codificantes.
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Algunos FTs fueron caracterizados funcio-
nalmente y, en casi todos los casos, se observé
que intervienen en varias vias se sefalizacion.
Asi por ejemplo, las proteinas de las familias
MYB, MYC, b-Zip y HD-Zip participan en las
respuestas a distintos tipos de estrés abidtico;
mientras que las proteinas de la familia WRKY
se relacionan tanto con la respuesta al ataque
por organismos patdégenos, como a la respues-
ta frente a estrés abidtico.

En las estrategias donde los FTs vegetales
han sido sobreexpresados, expresados de ma-
nera ectopica, o silenciados, se observd que
las plantas transformantes presentaban res-
puestas alteradas a las condiciones medioam-
bientales, tanto por la accion de factores bidti-
cos como abiodticos (ver Tabla 2). En algunos
casos la duplicacién o triplicacion de genes que

codificaban proteinas de tipo WRKY, provocé
la falta de respuesta en mutantes silenciadas.
En otros, se obtuvieron plantas con respuestas
mejoradas a distintos tipos de estrés al mismo
tiempo, corroborando la hipdtesis de que los
factores de transcripcion actian simultanea-
mente en diferentes vias de sefializacion.
Dentro de los FTs especificamente vincula-
dos a respuestas ambientales, existe un grupo
de genes bien caracterizados cuya accion se
ubica en el inicio de la cascada de senalizacion
en respuesta a estrés abidtico. Este grupo se
encuentra representado por Rd29A de A. tha-
liana. En los promotores de los genes de este
grupo se identificaron las secuencias denomi-
nadas ABRE (del inglés ABA-responsive ele-
ment, elemento de respuesta a ABA) y DRE/
CRT (dehydration-responsive element/C-re-

Tabla 2. Obtencién de plantas tolerantes a déficit hidrico utilizando factores de transcripcién de origen

vegetal (Adaptada de Umezawa y col., 2007)

Planta de la

Planta q
cual proviene

Clasificacion
transformada

Nombre del gen

Sistema de
expresion

Experimentos realizados

Parametros medidos

el gen

Familia AP2/ERF

DREB1/CBF DREB1A/CBF3 Arabidopsis Arabidopsis
DREB1/CBF DREB1A/CBF3 Arabidopsis Ara bidopsis
DREB1/CBF DREB1B/CBF1 Tomat e Arabidopsis
DREB1/CBF CBF4 Arabidopsis Arabidopsis
DREB1/CBF ZmDREB1A Arabidopsis Maiz
DREB1/CBF DREB1C/CBF2 Arabidopsis Arabidopsis
AP2/ERF SHN1/WIN1 Arabidopsis Arabidopsis
DREB1/CBF DREB1A/CBF3 Trigo Arabidopsis
DREB1/CBF DREB1A/CBF3 Tabaco Arabidopsis
DREB1/CBF DREB1A/CBF3 Arroz Arabidopsis
AP2/ERF WXP1 Alfalfa M. truncatula
DREB2 DREB2A (forma Arabidopsis Arabidopsis

active con

delecién interna)
Proteinas con
dominio basico
asociado a
cierre de ABF3, AREB2/ABF4 Arabidopsi Arabidopsi
! i bZIP' , rabidopsis rabiaopsis
eucinas (bZIP) AREB1/ABF2 Arabidopsis Arabidopsis
bZIP . 3
bzIP ABF3 Arroz Arabidopsis
bZIP AREB1/ABF2 (forma Arabidopsis Arabidopsis
bZIP active con una

delecién interna)

AREB1/ABF2 (forma Arabidopsis Arabidopsis
bZIP) active fosforilada)

AtMYC2, AtMYB2 Arabidopsis Arabidopsis
m:/m(% CpMYB10 Arabidopsis C.
MYBY AtMYB60 Arabidopsis plantagineum
R2R3-MYB Arabidopsis
:";‘e'":s con ZPT2:3 Petunia

edos de zinc CAZFP1 Arabidopsis Petunia
Cys2His2-type sTZ Arabidopsis Pimie nto
Cys2His2-type Arabidopsis
Cys2His2-type HAHB4 Arabidopsis y
N maiz girasol

HD- Zip
(homeodominio
asociado a
cierre de ANAC019/055/ 072 Arabidopsis
leucinas) Arabidopsis
Otros
NAC

CaMV35SP Retencion de agua Supervivencia 1998
Arabidopsis Retencion de agua Supervivencia 1999
RD29AP
CaMV35SP Retencion de agua Crecimiento y desarrollo 2002
CaMV35SP Retencion de agua Supervivencia 2002
CaMV35SP Disecacion Electrolitos 2004
Knock out Disecacion Supervivencia 2004
CaMV35SP Retencion de agua Desarrollo 2004
Arabidopsis Retencion de agua Supervivencia 2004
RD29AP
Arabidopsis Retencié n de agua Superviven ciay 2004
RD29AP fototsintesis
MaizUbi-1P Retencion de agua 2005
CaMV35SP Retencion de agua Supervivencia 2005
CaMV35SP, Retencion de agua Supervivencia 2005
Arabidopsis Supervivencia
RD29AP
CaMV35SP Retencion de agua 2002
CaMV35SP Retencion de agua Crecimiento y supervivencia 2004
Maiz Ubi-1P Retencion de agua Supervivencia 2005
CaMV35SP Retencion de agua, Fotosintesis y supervivencia 2005
deshidratacion Supervivencia
CaMV35SP deshidratacion 2005
Supervivencia
CaMV35SP Tratamiento con manitol 2002
CaMV35SP Retencion de agua Electrolyte leakage 2004
ARN de Retencién de agua Supervivencia, crecimiento 2005
interferencia y retencion de agua
CaMV35SP Deshidratac i6n 2003
CaMV35SP Retencion de agua Supervivencia 2004
CaMV35SP Retencion de agua Supervivencia, contenido 2004
de clorofila
CaMV35SPy Deshidratacion, ataque Supervivencia,
promotor con insectos, retencion de conductancia
HAHB4 agua Supervivencia, area foliar,
turgencia, desarrollo
2004
CaMV35SP Retencion de agua

Supervivencia
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peat, elemento de respuesta a deshidratacion).
Los FTs de la familia EREBE/AP2 unen las se-
cuencias de tipo DRE/CRT vy los de la familia
b-ZIP los elementos ABRE. La expresion de
los genes de la familia EREBE/APZ2 se induce
a bajas temperaturas mientras que los de tipo
DREB lo hacen por estrés osmdético. Los FTs
de tipo b-Zip AREB1 y AREB2 son regulados
positivamente por acido abscicico (ABA).

La sobreexpresion de este tipo de genes pro-
dujo plantas con tolerancia aumentada a facto-
res abioticos. En los casos de de DREB1y 2en
A. thaliana las plantas transgénicas resultaron
tolerantes a déficit hidrico. Por otra parte, la
expresion heterdloga de DREB1B/CBF1 de A.
thaliana en tomate, ademas de conferir una ele-
vada tolerancia a sequia, también lo hizo frente
a estrés oxidativo y al generado por frio. Apa-
rentemente el mecanismo de tolerancia ocurre
via el cierre estomatico rapido, el incremento
en la concentracion de prolina y el aumento de
la actividad catalasa, que provoca la reduccion
en la acumulacion de H,O,,. Es interesante des-
tacar que la transformacion cruzada con genes
homodlogos de arroz dio como resultado el mis-
mo efecto protector.

Un FT que actua por un mecanismo diferen-
te es WXP1 perteneciente a la familia AP2 de
Medicago truncatula. Cuando se expreso de
manera ectopica en alfalfa, las plantas trans-
formadas presentaron tolerancia a déficit hidri-
co via la sobreproduccion de cera en las hojas,
y evitando de esta forma la evaporacion por
transpiracion.

Otro ejemplo de genes que intervienen en
distintas vias es el del FT HAHB4 de girasol.
La expresion de este gen es regulada positiva-
mente por estrés hidrico, salino y la presencia
de las hormonas ABA, etileno y acido jasmo-
nico. La expresion ectopica de este gen bajo
el control de un promotor constitutivo fuerte en
plantas de Arabidopsis, generd lineas notoria-
mente mas tolerantes a condiciones de sequia
y/o salinidad. Sin embargo, y tal como se refirid
en ejemplos anteriores, la expresion constitu-
tiva del gen provocé cambios morfoldgicos y
retraso en el desarrollo, eventos indeseables
desde el punto de vista agronémico. La com-
plejidad de la accion de los FTs se ve reflejada
también en el hecho de que la expresién ec-

tépica de HAHB4 en plantas de Arabidopsis y
maiz confiere tolerancia al ataque de insectos,
e incluso al dafio mecanico; aunque también
resulta en hipersensibilidad al ataque de bacte-
rias patdégenas, al menos en Arabidopsis.

Nuevamente, la utilizaciéon de promotores in-
ducibles en reemplazo de los constitutivos pre-
senta una alternativa viable. Cuando se modi-
fican los factores adecuados, la morfologia y el
proceso de desarrollo se tornan indistinguibles
de las plantas controles sin transformar, alcan-
zando buenos niveles de tolerancia.

Proteinas que confieren tolerancia a

estrés

Muchas situaciones adversas como la se-
quia, el calor extremo y la salinidad, pueden
causar desnaturalizacion e inactivacién de
biomoléculas. Las HSP, las proteinas LEA (lla-
madas asi por su abundancia en la embriogé-
nesis tardia, del inglés late-embryogenesis-
abundant) y las chaperonas moleculares, son
capaces de suministrar proteccion contra estos
efectos favoreciendo el adecuado plegamiento
y ensamblado de enzimas y otras proteinas.
Los resultados de algunos ensayos sefalan
una correlacion positiva entre los niveles de va-
rias chaperonas y la tolerancia a estrés. Se ob-
servo también que la expresion de estos genes
es inducida durante episodios de adversidad
ambiental, y varios de ellos han sido utilizados
para disefnar y generar plantas transgénicas
tolerantes (ver Tabla 1). Por ejemplo, la intro-
duccion de HSP101 de Arabidopsis en arroz
condujo a un aumento de la termotolerancia,
mientras que la sobreexpresién de proteinas
LEA resulté en mayor resistencia a la sequia.

Por otro lado, la produccién aumentada
EROS también resulta frecuente frente a mu-
chas situaciones de estrés. Las EROS cum-
plen un doble rol: participan en la transduccion
de sefales, pero al mismo tiempo contribuyen
al dafio por oxidacién de membranas y biomo-
Iéculas, el cual es responsable de gran parte
del deterioro que sufre la planta. Por lo tanto, la
manipulacién de enzimas antioxidantes como
peroxidasas y dismutasas ofrece otra oportuni-
dad para prevenir los dafos oxidativos ocasio-
nados por el desafio ambiental. Por desgracia,
la aplicacion de esta estrategia esta lejos de
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Tabla 1. Obtencién de plantas tolerantes a déficit hidrico usando como herramientas genes que codifican
proteinas protectoras (adaptada de Umezawa y col., 2007)

Organismo del

Planta
cual se obtuvo el

Clasificacion I E ]

Sistema de Experimentos

Parametros medidos

gen transformada

gen

Metabolismo de

osmoprotectores
Fructan os SacB Tabaco B. subtilis b
Trehalos a TPS1 Tabaco S. cerevisiae b
myo -Inositol IMT1 Tabaco Iceplant
Prolina P5CS Arroz Mothbean
Trehalos a OtsA, OtsB Tabaco E.coli b
Fructan os SacB Remolacha B. subtilis b
Glicina -betaina COX Arabidopsis/  canola/ A. pascens b
Tabaco
Galactinol AtGolS2 Arabidopsis Arabidopsis
Trehalosa TPSP Rice E. coli b
(OtsA+OtsB)
Trehalosa TPSP Arroz E. coli b
(OtsA+OtsB)
Manitol mtiD Trigo E. coli b
Poliaminas ADC Arroz D. stramonium b
Poliaminas SPDS Arabidopsis C. ficifolia
Prolina P5CS Petunia Arabidopsis
Trehalosa TPS1 Tomat e arroz
Glicina -betaina GSMT+DMT Arabidopsis S. cerevisiae b
A. halophytica b
Proteinas de
proteccion HVA1 Arroz
LEA (del inglés late Cebada
embryogenesis HVA1 Trigo
abundant ) BiP Tabaco Cebada
LEA AyHsp17.6A Arabidopsi: Sola
ch yHsp17. rabidopsis
aperone HVA1 Arroz Arabidopsis
Heat shock protein X Cebada
LEA Col china
LEA
Canola
LEA
Proteinas
capt adoras de MnSOD Alfalfa N
especies reactivas . -
. MsALR Tabaco plumbaginifolia
de oxigeno (EROS) PARP Canola
Detoxific acio n Alfalfa
Lipido  per oxido CDT1 C. plantagenium
NAD+ ruptura
AVP1 Arabidopsis C. plantagenium
Others AtNCED3 Arabidopsis
desconocido ChI-NADP-ME Tabaco Arabidopsis
. Arabidopsis
transporte de iones CYP707A3 Arabidopsis Maiz
biosintesis de  ABA
estomas Arabidopsis

catabolismo de  ABA

expresion realizados

CaMV35SP 5-10% PEG (tierra ) Desarrollo 1995
CaMV35SP Disecacion Supervivencia 1996
CaMV35SP Retencion de agua Fotosintesis 1997
AIPC-ABA- Retencion de agua Crecimiento del tallo 1998
inducible
CaMV35SP Regado limitado Peso seco de hojas 1998
CaMV35SP Regado limitado (productividad) 1999
CaMV35SP Regado limitado Producci 6n de biomasa 2000
Crecimiento del tallo
CaMV35SP Retencion de agua Supervivencia 2002
ABA-inducible/ Retencion de agua Fotosinte sis, crecimiento 2002
rbcS P del tallo
Ubi-1P de maiz Retencion de agua Fotosinte sis, crecimiento 2003
del tallo
Maiz Ubi-1P Regado limitado Crecimiento del tallo, 2003
Maiz Ubi-1P 20% PEG (soil) biomasa 2004
CaMV35SP Retencion de agua Crecimiento del tallo 2004
CaMV35SP Retencion de agua Crecimiento del tallo 2005
CaMV35SP Retencion de agua Supervivencia 2005
CaMV35SP Retencion de agua Crecimiento del tallo 2005
Regado lim itado Fotosintesis y crecimiento
del tallo
Arroz Act-1P Retencion de agua 1996
Desarrollo
Maiz Ubi-1P Retencion de agua 2000
CaMV35SP Retencion de agua Desarrollo y biomasa 2001
Crecimiento del tallo y
CaMV35SP Retencion de agua fotos intesis 2001
Arroz Act-1P Supervivencia
CaMV35SP Retencion de agua 2004
ensayos a campo Crecimiento y potencial
de agua 2005
Crecimient o del tallo y
retencion de agua
CaMV35SP Retencion de agua
CaMV35SP Retencion de agua 1996
CaMV35SP (RNAi) Callos Fotosintesi s,
conductancia
Agrobacterium productividad
pg5 Retencion de agua 2000
CaMV35SP Retencion de agua 2005
CaMV35SP Cultivo en hidroponia y Fotosintesis 1997
Agrobacterium tierra Desarrollo 2001
MAS Supervivencia de los callos 2001
Knockout 2002
Retencion de agua Desarrollo 2005

Crecimiento del tallo
Conductancia estomatica
desarrollo

Supervivencia y
transpiracion

ser sencilla, ya que diferentes miembros de la
red antioxidante en plantas responden de ma-
nera diferente a distintos tratamientos hostiles.
Se han obtenido en consecuencia niveles va-
riables de tolerancia mediante la expresion de
enzimas antioxidantes. Por ejemplo, la sobre-
expresion de superoxido dismutasas fue capaz
de incrementar la supervivencia y tolerancia a
estrés en arveja y tabaco, pero no en alfalfa.

Sintesis de metabolitos protectores

Se ha identificado una amplia gama de me-
tabolitos capaces de mitigar los efectos de-
letéreos del estrés osmotico y del estrés oxi-
dativo que acompafian a muchas situaciones

ambientales hostiles (Figura 1). Se trata de
amino acidos (como prolina), aminas (glicina-
betaina, poliaminas), azlcares y azucares al-
coholes (trehalosa, manitol), y antioxidantes
(glutation, ascorbato, tocoferoles). Otros solu-
tos compatibles son los fructanos, polimeros
de fructosa, cuyo incremento esta relacionado
al proceso de aclimatacion a las bajas tempe-
raturas en especies tolerantes de gramineas.
Asi por ejemplo, plantas transgénicas de arroz
y tabaco que producen fructanos mostraron un
incremento en la tolerancia a las bajas tem-
peraturas. No obstante, la modulaciéon de una
Unica reaccion enzimatica, aun cuando se trate
de la etapa limitante, esta generalmente regu-
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lada por la tendencia de la célula a restituir la
homeostasis metabdlica, limitando el potencial
de este enfoque.

Los intentos de sobreexpresar trehalosa y
manitol en arroz y maiz, respectivamente, con-
dujeron a aumentos moderados en los niveles
de estos compuestos cuando se manipuld una
unica enzima. La modificacion de varias eta-
pas dentro de una misma via puede ayudar al
control de los flujos metabdlicos de una mane-
ra mas predecible. Por ejemplo, la ingenieria
de varias reacciones en las correspondientes
rutas permitié obtener altos niveles de glicina-
betaina y de trehalosa en plantas. La deter-
minacion de perfiles metabdlicos globales en
plantas se ha convertido en una herramienta
imprescindible para comprender cambios indu-
cidos por estrés en metabolitos protectores.

Estrategias sustitutivas

Un elemento comun a muchas situaciones de
estrés que ha surgido de los analisis de ampli-
tud gendmica en Arabidopsis es la declinacion
universal de la proteina de hierro-azufre ferre-
doxina (Fd), resultado que ademas se ha con-
firmado por ensayos bioquimicos. Fd juega un
rol central en la distribucion de electrones des-
de la cadena de transporte electronico a nume-
rosas vias cloroplasticas, incluyendo la fijacion
de CO,, la asimilacion de nitrogeno y azufre, el
metabolismo de aminoacidos y la desaturacion
de acidos grasos. Ademas participa en varios
procesos regulatorios (via tiorredoxina), disipa-
tivos y morfogenéticos (sintesis de fitocromos y
de acido jasmonico). La regulacién negativa de
la expresion mediante un ARN antisentido ha
permitido observar los efectos negativos de la
caida de Fd: las plantas presentaron fenotipos
cloréticos y enanos, indicando que su disminu-
cién puede ser extremadamente dafiina para
un organismo sometido a estrés. Por lo tanto,
Fd constituye un excelente candidato para in-
tervenciones transgénicas.

Desafortunadamente, la posibilidad de incre-
mentar el contenido de Fd mediante ingenieria
genética esta limitada por la fuerte regulacion
postranscripcional de la expresion, que depen-
de de secuencias ubicadas dentro de la region
codogénica, lo que hace virtualmente imposi-
ble la mutagénesis. Una alternativa atractiva
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proviene de estudios realizados en microorga-
nismos fotosintéticos, cianobacterias y algas.
Estos organismos, al igual que las plantas,
estan sometidos a estrés ambiental especial-
mente en los océanos donde las condiciones
suelen ser extremas, y sufren disminuciones
del mismo tipo en los niveles de Fd.

En tales condiciones, algas y cianobacterias
responden al desafio ambiental mediante es-
trategias sustitutivas. Se trata del reemplazo
de las proteinas labiles al estrés por otras re-
sistentes, mediante la induccién de la expre-
sion de los genes que las codifican. El reem-
plazo mas conspicuo es precisamente el de
Fd por flavodoxina (Fld), una flavoproteina so-
luble que contiene mononucledtido de flavina
y cuyas propiedades como transportadora de
electrones son practicamente idénticas a las
de Fd. Sin embargo, a diferencia de Fd que se
encuentra ampliamente distribuida en plantas,
animales y bacterias, FId ha desaparecido del
genoma de los eucariotes superiores, incluyen-
do plantas, y sus considerables ventajas adap-
tativas se perdieron irreversiblemente mucho
antes de la colonizacién de la tierra firme.

Es interesante hacer notar que a pesar de
los eones de divergencia evolutiva entre plan-
tas y cianobacterias, la proteina Fld aislada de
estas ultimas es capaz de interactuar producti-
vamente con las enzimas homologas, sugirien-
do que podrian actuar corrigiendo las conse-
cuencias negativas de la disminucién de Fd en
plantas estresadas.

Efectivamente, lineas transgénicas de taba-
co que acumulan una FId de cianobacteriana
en cloroplastos desarrollaron tolerancia au-
mentada a diversas fuentes de estrés abidtico
(incluyendo sequia, radiaciones, heladas, altas
temperaturas y alta luz), asi como también a
los efectos téxicos del herbicida de contacto
paraquat y a nitroderivados. La tolerancia de-
sarrollada fue dependiente de la dosis, y de
la capacidad de la Fld transgénica de interac-
tuar con los sistemas enddgenos de transporte
electrénico, reemplazando a Fd a medida que
esta declina como consecuencia del estrés.
Resultados preliminares indican que los mis-
mos niveles de tolerancia pueden obtenerse
en cultivos de interés agrondmico como maiz,
cebada, colza, tomate y papa (Tabla 3).
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Tabla 3. Obtencion de plantas tolerantes a déficit hidrico usando como herramientas genes involucrados
en las vias de senalizaciéon (adaptada de Umezawa y col., 2007)

Sistema de
expresion

Planta de la
cual fue
aislado el
gen

Planta
transformada

Nombre
del gen

Clasificacion

Experimentos Parametros medidos

realizados

Proteinas-
quinasas

CDPK OsCDPK7 Arroz Arroz CaMV35SP
GSK3/Shaggy AtGSK1 Arabidopsis Arabidopsis CaMV35SP
MAPKKK NPK1 Maiz Tabaco CaMV35SP
SnRK2 SRK2C Arabidopsis Arabidopsis CaMV35SP
Otros

Medidor de calcio ~ CBL1 Arabidopsis Arabidopsis Agrobacterium

MAS

14-3-3 Proteina GF141 Algodén Algodén CaMV35SP
CC-NBS-LRR ADR1 Arabidopsis Arabidopsis CaMV35SP
Farnesyl- ERA1 Arabidopsis, Arabidopsis ~ CaMV35SP/

RD29AP
(antisentido)

transferasa canola

Retencion de agua Crecimiento del tallo, expresion génica, 2000
marchitez,

Supervivencia

Numero de hojas, tamafio de fruto

Supervivencia, expression génica

2001
2004
2004

Retencion de agua
Estrés hidrico
Retencion de agua

Retencion de agua Supervivencia, expression génica 2003

Senescencia, contenido de clorofila, 2004
fotosintesis

Supervivencia, expression génica
Supervivencia, pérdida de agua,
productividad de semilla, contenido de aceite

Retencion de agua

2004
2005

Retencién de agua
Retencion de agua,
ensayos a campot

Del laboratorio al campo

En la obtencién de tolerancia a campo, el
prondstico se complica aun mas dado que las
plantas en su ambiente natural estan sometidas
a varias adversidades en forma simultanea, en
lugar de una sola condicion (tal como se estudia
en el laboratorio). Esto puede agravar el dafio
que sufre por el organismo y al mismo tiempo,
desencadenar rutas protectoras diferentes e in-
cluso opuestas. Por ejemplo, la sequia es nor-
malmente acompafada por cierre estomatico
para prevenir la pérdida de agua, mientras que
las altas temperaturas conducen a aperturas
de los estomas para bajar la temperatura fo-
liar mediante evaporacién. Sin embargo, calor
y deficiencia de agua normalmente van juntas
en el campo. Algunos investigadores han suge-
rido que el desarrollo de tolerancia contra una
combinacion de estreses podria requerir una
respuesta Unica que no puede preverse por la
mera adicién de genes inducidos durante cada
episodio individual de estrés. El conocimiento
existente sobre este tipo de tolerancia es vir-
tualmente nulo, lo cual podria explicar en parte
por qué algunas plantas transgénicas con tole-
rancia aumentada desarrolladas en el labora-
torio, no muestran mejoras en el rendimiento
cuando son ensayadas a campo.

Perspectivas
En consecuencia, uno de los mayores desa-
fios es el desarrollar plantas transgénicas con

tolerancia aumentada a distintos tipos de es-
trés, sobre todo a aquellos que se dan en forma
simultanea en determinadas regiones. Lograr
esto implica conocer las complejas relaciones
entre distintas vias de transduccién de sefales
que participan en cada una de las respuestas.
¢, Cual seria la estrategia entonces? Obtener
un mapa de todos los genes esenciales para
el desarrollo de tolerancia a una combinacion
de estreses abidticos puede ser, ademas de
costoso, un trabajo faraénico. Por otra parte, la
resistencia a multiples estreses pareciera estar
ligada genéticamente a la penalidad de retar-
dos en el desarrollo asi como a disminuciones
en los rendimientos. Sin embargo, desde el
punto de vista opuesto, una reduccion del ren-
dimiento ocasionada por la estrategia utilizada
es mucho mas alentadora que el rendimiento
cero causado por la combinacion letal de va-
rios tipos de estrés.

Una estrategia posible seria la de analizar la
expresion génica en plantas que al ser some-
tidas a una combinacion de estreses severos,
sobrevivan o los toleren mejor que sus pares.
Este tipo de resistencia sugiere la presencia de
mutaciones detectables en los analisis de ex-
presion.

También es fundamental la experiencia de
mejoradores y productores. Son ellos quie-
nes saben qué tipo de estrés o combinacién
de ellos, afecta mas a cada cultivo y en cada
region. Las combinaciones pueden ser muy di-
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ferentes y por consiguiente los estudios y solu-
ciones buscadas.
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V. CAPITULO 13

Manipulacién genética del
metabolismo secundario en
plantas

Alicia Zelada, Maria Binaghi

Metabolitos primarios y secundarios.

Los metabolitos presentes en las plantas
pueden ser divididos en dos grupos fundamen-
tales: los metabolitos primarios y los metabo-
litos secundarios. Se denomina metabolismo
primario de las plantas a los procesos quimi-
cos que intervienen en forma directa en la su-
pervivencia, crecimiento y reproduccion de las
plantas. Por ejemplo, son procesos quimicos
pertenecientes al metabolismo primario: la fo-
tosintesis, la respiracion, la sintesis de protei-
nas, la diferenciacion de tejidos, y en general la
formacion de carbohidratos, lipidos y proteinas
que intervienen en estos procesos 0 son par-
te estructural de las plantas. En consecuencia
los aminoacidos destinados a la formacién de
proteinas, los carbohidratos y los acidos gra-
S0s que intervienen en estos procesos son de-
nominados metabolitos primarios. En contra-
posicion a este concepto podemos definir los
metabolitos secundarios como todos aquellos
compuestos que no son esenciales per se para
las funciones vitales de las plantas, pero que
juegan un rol importante para su supervivencia
en los ecosistemas. La principal funcién de los
metabolitos secundarios es actuar como me-
diadores en las interacciones entre las plantas
y su medio ambiente. Muchos de estos com-
puestos cumplen funciones de defensa contra
predadores y patdgenos, actian como agentes
alelopaticos (compuestos que son liberados
para ejercer efectos sobre otras plantas), o sir-
ven para atraer a los polinizadores o a los dis-
persores de las semillas. Se caracterizan por
ser especie-especificos, es decir que su pro-
duccidn esta limitada a una especie o a un gru-
po de especies dentro de un grupo filogenético,
y suelen producirse en estructuras especializa-
das y de forma tejido especifica.

Los metabolitos primarios y secundarios no
se diferencian por su estructura quimica o su
origen biosintético, sino sélo por diferencias

funcionales. De esta manera podemos encon-
trar metabolitos secundarios con estructuras
quimicas similares a metabolitos primarios,
pero que cumplen funciones muy diferentes.

Segun sus caracteristicas biosintéticas po-
demos clasificar a los metabolitos secundarios
en tres grupos principales (Figura 1):

» terpenos, compuestos lipidicos deriva-

dos del isopentenil difosfato (IPP)

» fenilpropanoides, compuestos fendlicos
derivados de la via del shikimato o del
malonato.

» alcaloides, compuestos nitrogenados de-
rivados de aminoacidos.

La importancia econdmica de los metaboli-
tos secundarios se ha acrecentado en los ul-
timos afos, y ello ha estimulado el interés en
el estudio de su metabolismo y, en particular,
en la modificacién de ciertas rutas biosintéti-
cas mediante técnicas de ingenieria genética.
Por otra parte, un mayor conocimiento de las
propiedades bioldgicas de muchos metabolitos
secundarios ha llevado a la revalorizacion de
estos compuestos como fuente de nuevas dro-
gas y compuestos de utilidad para las indus-
trias farmacéutica (antibiéticos, anticancerige-
nos), agropecuaria (insecticidas, herbicidas),
alimenticia (pigmentos, saborizantes, conser-
vantes) y cosmética (esencias colorantes), en-
tre otras.

Ingenieria genética del metabolismo

secundario en plantas.

La ingenieria metabdlica se puede definir
como el redireccionamiento de una o mas re-
acciones enzimaticas en una via biosintética
para producir nuevos compuestos, aumentar
la produccion de compuestos preexistentes, o
disminuir la produccién de compuestos no de-
seados. Se trata de un campo de aplicacion re-
lativamente nuevo que es muy dependiente del
conocimiento bioquimico y fisioldgico. Debido
al uso de trazadores radioactivos, ya hacia
1975 se disponia de nociones generales ade-
cuadas sobre la relacion producto-sustrato en
muchas vias metabdlicas. El desarrollo rapido
de este campo ocurrié a partir de la disponi-
bilidad de herramientas de biologia molecular,
como el clonado de genes, el uso de promoto-
res y las técnicas de transformacion, las cuales
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Figura 1. Vias generales del metabolismo secundario de las plantas. Se presentan las tres
principales vias biosintéticas de los metabolitos secundarios: terpenos, compuestos fendlicos o
fenilpropanoides y productos nitrogenados o alcaloides.

permitieron explorar los mecanismos molecu-
lares que regulan la produccién de metabolitos
secundarios. De esta forma, a partir de la déca-
da de los 80, se logré un progreso significativo
en la diseccion de muchas vias biosintéticas y
en la sobreexpresion de genes heterdlogos, lo
que permitié los primeros avances. Desde en-
tonces se han logrado numerosos resultados
exitosos y un numero aun mayor de resultados
no esperados. El conocimiento ganado ha con-
ducido a concebir el funcionamiento del meta-
bolismo como el de una gran red de reacciones
quimicas interrelacionadas, en que la modifica-
ciéon de un sélo componente puede producir
un impacto considerable en el metabolismo
de todo el organismo. Aun asi, el metabolis-
mo secundario es un blanco particularmente
atractivo para mejorar el rendimiento de un
producto determinado sin que ello afecte mar-
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cadamente procesos esenciales para la planta.
Sin embargo, para lograr esto de una manera
relativamente controlada, no basta con cono-
cer los componentes (enzimas y metabolitos)
que participan de una determinada via meta-
bdlica. También se debe conocer la regulacion
de esta via (pasos limitantes, mecanismos de
retroalimentacion) y su relacion con otras vias
biosintéticas (vias competitivas). También es
importante conocer la compartimentalizaciéon
celular de la ruta en estudio y la participacion
de tejidos o de 6rganos especializados en la
produccion de determinados metabolitos.

Manipulacion genética del metabolismo
secundario por sobreexpresiéon o
inhibicion de la produccién de enzimas
La manipulacion genética del metabolismo
secundario tiene como objetivo el aumento o
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disminucién de la produccion de un compues-
to que se encuentra normalmente presente en
una planta, o bien la produccién de un nuevo
compuesto que no es naturalmente producido
por la misma.

Para aumentar la produccion de un com-
puesto es necesario aumentar su biosintesis o
disminuir su catabolismo. El aumento de la bio-
sintesis puede realizarse por sobreproduccion
de las enzimas implicadas en la via biosintética
o bien por inhibiciéon de una via competitiva que
aumenta indirectamente la sintesis del com-
puesto por redireccionamiento de metabolitos.
La disminucion del catabolismo se logra por
disminucién de la produccion de enzimas que
utilizan el compuesto deseado para la obten-
cion de otros compuestos.

Para disminuir la produccion de un compues-
to no deseado se debe aumentar su catabolis-
mo o disminuir su biosintesis. Esto se puede
lograr por sobreproduccion de enzimas de la
via catabdlica o por inhibicidon de la produccion
de enzimas de la via biosintética.

El conocimiento de los genes involucrados
en una via metabdlica permite aumentar las
actividades de dichas enzimas por sobreexpre-
sion de sus respectivos genes a partir de pro-
motores inducibles o constitutivos. Por otra par-
te, la utilizacion de técnicas de ARN antisentido
y, mas recientemente, de ARN de interferencia
(ARNi), nos permite disminuir especificamente
la expresién de determinadas enzimas a través
del silenciamiento postranscripcional de los ge-
nes que las codifican.

Uso de los factores de transcripcién

en la manipulacién del metabolismo

secundario.

Se acepta actualmente que el control del flujo
metabdlico a través de una via biosintética se
encuentra en mas de un paso de esta via. Estos
‘puntos” de control (pasos limitantes) pueden
ser modificados por condiciones ambientales,
metabdlicas o del desarrollo y son, en ultima
instancia, responsables de la productividad de
la planta. La distribucién del control regulatorio
hace que la modificacion del metabolismo por
sobreexpresion o inhibicién de unos pocos ge-
nes estructurales sea dificil de alcanzar.

A pesar de los esfuerzos realizados para
identificar los pasos limitantes de diferentes

vias metabdlicas, la sobreexpresion de genes
estructurales so6lo ha permitido obtener aumen-
tos del flujo metabdlico de moderados a muy
pequenos. Conocer los factores de transcrip-
cion que regulan una determinada via metabé-
lica nos permite inducir la expresion de toda la
via metabdlica en su conjunto por sobreexpre-
sion del o los genes que codifican dichos fac-
tores. Esta estrategia ha permitido obtener au-
mentos del flujo metabdlico significativamente
mayores que los obtenidos por sobreexpresién
o inhibicién de genes estructurales. Este efec-
to se debe a que los factores de transcripcion
al controlar en forma simultanea la expresion
de la mayoria de los genes comprendidos en
una via determinada, permiten eludir las res-
tricciones generadas por la existencia de pa-
sos limitantes. Ademas, la modulacion del flujo
metabdlico utilizando factores de transcripcién
no requiere de la identificacion, aislamiento y
caracterizacion molecular de los genes que
componen la via en cuestion. Sin embargo, la
modificacion del metabolismo a través de la ex-
presion de factores de transcripcidon no es una
panacea para resolver todos los problemas de
la ingenieria metabdlica de plantas. Como es
obvio, los factores de transcripcion no pueden
inducir vias metabdlicas que no estan presen-
tes en la planta, por lo que, en estos casos, es
necesario introducir todos los genes necesa-
rios para recrear las mismas en las plantas de
interés. Por esta razdn, la ingenieria genética
de genes estructurales continuara aun siendo
necesaria para resolver muchos problemas de
la ingenieria metabdlica.

Entre los primeros factores de transcrip-
cion descriptos en plantas se encuentran los
factores R y C1, involucrados en el control de
la biosintesis de antocianinas de la aleurona
de maiz. La induccion de la via de la sintesis
de antocianinas en células indiferenciadas de
maiz pudo inducirse por sobreexpresion de es-
tos dos factores de transcripcion. Asimismo, la
sobreexpresion de estos factores en arroz pro-
dujo la activacion de la via de sintesis de las
antocianinas, lo que se tradujo en un aumento
de la resistencia del arroz a la infeccion por un
patdgeno fungico. Este ejemplo muestra que la
acumulacion de un producto natural puede mo-
dificarse por la sobreexpresion de zterpenos.
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Monoterpenos: los aceites esenciales con-
tienen monoterpenos volatiles que son almace-
nados en los pelos glandulares de la epidermis.
Estos aceites esenciales se obtienen de flores,
de frutos, de hierbas y especias y son usados
en perfumes y saborizantes. Algunas de las
plantas mas utilizadas para la obtencion de
este tipo de compuestos son: la menta (men-
tol) y el limén (limoneno). Algunas plantas emi-
ten terpenos volatiles después que los insectos
se han alimentado de ellas. Estos atraen a los
enemigos naturales del insecto predador y ac-
tuan como un mecanismo de defensa contra el
mismo.

Sesquiterpenos: los aceites esenciales de
hierbas y especias también contienen sesqui-
terpenos. Algunos sesquiterpenos actian en
los mecanismos de defensa de la planta pro-
duciendo fitolaexinas como la rosina y otras
sustancias repelentes de herbivoros.

Diterpenos: Las resinas contienen diterpe-
nos. Cuando los canales que transportan la
resina son danados, la descarga de la resi-
na sirve como una barrera quimica y fisica a
la alimentacién de los insectos. Por otro lado,
los diterpenos se polimerizan cuando la re-
sina es expuesta al aire y contribuye a sellar
las heridas. Ciertos escarabajos de la corte-
za han adquirido la capacidad de metabolizar
los monoterpenos contenidos en la resina de
las coniferas, convirtiéndose en depredado-
res especializados. Algunos diterpenos son
muy importantes en aplicaciones medicinales
ya que poseen propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas y antiespasmaddicas. Una de
las drogas mas potentes contra ciertos tipos
de cancer es un diterpeno, el paclitaxel (Taxol),
obtenido originalmente de la corteza del tejo
del Pacifico (Taxus brevifolia).

Triterpenos: El algodoncillo de Siria (Ascle-
pias syriaca) contiene triterpenos que se acu-
mulan en las larvas de las mariposas Monarca,
un lepidoptero que se alimenta de esta planta.
En los adultos, los triterpenos son almacena-
dos en las alas de la mariposa y ello las vuelve
téxicas para sus depredadores, los pajaros. El
triterpeno digitalis, obtenido de la dedalera o di-
gital (Digitalis purpurea), fortalece y enlentece
el musculo cardiaco. Fue desarrollado como
droga hacia el final del siglo XVIII basandose
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en un remedio casero (té hecho con hojas de
la planta guante de zorro purpura) y se usaba
para tratar la angina de pecho.

Tetraterpenos: Entre los tetraterpenos se
encuentran los carotenoides, compuestos que
son de gran importancia como suplementos
dietarios. Los carotenoides son sintetizados
de novo a partir de geranil-geranil difosfato por
todos los organismos fotosintéticos. Participan
en la captacion de la luz y en la proteccion por
el exceso de luz blanca. Muchas bacterias
no fotosintéticas (Erwinia herbicola, Thermus
aquaticus, Deinococcus radiodurans) y hon-
gos (Neurospora crassa, Phycomyces blakes-
leeanus) sintetizan también carotenoides. En
las plantas, los carotenoides se acumulan en
cloroplastos y en cromoplastos. Se puede en-
contrar un amplio rango de carotenoides en los
cromoplastos (por ejemplo, licopeno en fruto
de tomate, B-caroteno en raices de zanahoria,
luteina y zeaxantina en endosperma de maiz).

La investigacion, el desarrollo y el uso de
productos naturales como agentes terapéu-
ticos y nutricionales, especialmente aquellos
derivados de plantas, ha crecido mucho a lo
largo de estos afos. Uno de los desarrollos
con mayor éxito y publicidad fue la obtencion
del arroz transgénico rico en B-carotenos. La
vitamina A es un nutriente esencial cuya caren-
cia en humanos puede afectar severamente la
vision, la reproduccion y la funcion inmune. Se
estima que en el mundo existen 124 millones
de ninos deficientes en vitamina A y que una
provision adecuada podria evitar de 1 a 2 mi-
llones de muertes anuales. El arroz es uno de
los principales alimentos para millones de per-
sonas. La parte comestible del arroz consiste
basicamente en el endosperma, compuesto
por granulos de almiddn y cuerpos proteicos,
pero carece de los nutrientes esenciales para
el mantenimiento de la salud, como es la pro-
vitamina A (B-caroteno). El hecho que el arroz
sea la principal fuente de alimentos de muchas
poblaciones contribuye al problema de la defi-
ciencia en vitamina A, convirtiéndose en un se-
rio problema de salud publica. El arroz produce
geranil-geranil difosfato, precursor de los caro-
tenos, pero carece de las enzimas correspon-
dientes a esta ruta biosintética. Para completar
la via de sintesis del B-caroteno es necesario
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introducir por ingenieria genética 4 enzimas:
la fitoeno sintetasa, la fitoeno desaturasa, la
caroteno desaturasa y la licopeno ciclasa. Al-
ternativamente, para simplificar el trabajo de
transformacion, el numero de enzimas puede
ser reducido utilizando una fitoeno desaturasa
bacteriana que es capaz de reemplazar a las
dos desaturasas vegetales (Figura 2). La in-
troduccion de la via de sintesis de -caroteno
en arroz se efectué por transformacion con
Agrobacterium tumefaciens portando vectores
que contenian los siguientes genes: a) gen de
fitoeno sintetasa (psy) de Narcissus pseudo-
narcissus bajo el control del promotor glutelina
especifico de endosperma (Gt1); b) gen de la
fitoeno desaturasa (crtl) de Erwinia uredovora
conteniendo la secuencia para el péptido de
transito de la subunidad menor de la Rubisco
de arveja bajo el control del promotor 35S del
Cauliflower mosaic virus (CaMV); c) gen de la
licopeno ciclasa (Icy) de Narcissus pseudonar-
cissus conteniendo la secuencia para un pép-
tido de transito que permite la importacion a
plastidos bajo el control del promotor 35S de

isopentenil

pirofosfato
tocoferoles
vitamina E 1
giberelinas<+—  geranil-geranil

difosfato

clorofila /

CaMV. Los granos de arroz obtenidos a par-
tir de las plantas transgénicas eran de color
amarillo debido a la produccién de B-caroteno,
esta caracteristica fenotipica fue la que inspiré
el nombre de esta lineas transgénicas como
"Arroz dorado" o en inglés "Golden rice".

Ingenieria metabdlica de la sintesis

de flavonoides.

Los flavonoides pertenecen a una de las
principales clases de metabolitos secundarios.
Se caracterizan por ser compuestos polifeno-
licos de estructura aromatica presentes en to-
dos los tejidos vegetales. Son una familia muy
diversa de compuestos que se caracterizan
por ser sintetizados a partir de una molécula
de fenilalanina y 3 de malonil-CoA (Figura 3).
Esta estructura puede sufrir modificaciones y
adiciones de grupos funcionales (glicosilacio-
nes, metilaciones o acetilaciones) generando
una gran diversidad de flavonoides. Hasta el
presente, han sido identificados mas de 5.000
flavonoides diferentes. Estos se clasifican se-
gun su estructura base en 5 grupos: chalconas,

flavononas, flavonoles, dihidro-
flavonoides y antocianinas.
Esta clase de metabolitos

glutelina Fitoeno sintetasa (psy)

|
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Figura 2. Manipulacion del metabolismo de los terpenoides
en plantas de arroz. Arroz dorado. Se presenta la via de sin-
tesis del geranil-geranil difosfato en arroz y la obtencién de ca-
rotenos por sobreexpresion en arroz de las enzimas heterélogas
fitoeno sintetasa, fitoeno desaturasa y licopeno sintetasa.
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¢ secundarios se encuentran
c presentes en casi todas las
E familias de plantas, principal-
2 mente en la epidermis de ho-
7 jas, tallos, raices, flores, semi-
~ llas y frutos. Por su condicién

de polifenoles, los flavonoides

actian como antioxidantes pro-

tegiendo a las plantas contra la
. radiacion UV (como por ejem-
8 plo los flavonoles kemferol y
§ quercetina). Por otro lado, pre-
2 sentan un rol fundamental en
>

la defensa de la planta frente
a depredadores (fitoalexinas) y
sobre el desarrollo y crecimien-
to de otra planta vecina frente a
estreses ambientales (alelopa-
tia). También, se encuentran in-
volucrados en los procesos de
floracion, polinizacion (a través
del color u olor que le dan las
antocianinas a las flores) y en
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Figura 3. Vias de sintesis de los flavonoides. Los flavonoides se clasifican segun su estructura central
aglicona en 5 grupos: chalconas, flavononas, flavonoides, dihidroflavonoides y antocianinas.

la simbiosis vegetal (por induccion de la nodu-
lacion de bacterias fijadoras del nitrégeno).
Este tipo de polifenoles son importantes eco-
noémicamente porque contribuyen al sabor, aro-
ma y color de los alimentos y bebidas. Ademas
en los ultimos afos han adquirido una gran im-
portancia en la salud humana debido a estudios
que sugieren que estos compuestos presentan
un efecto protector frente a ciertas enferme-
dades y pueden actuar como antialergénicos.
Debido a las propiedades benéficas para la sa-
lud humana y a su importancia economica, las
vias biosintéticas de los flavonoides han sido
extensamente estudiadas. Esto ha permitido el
desarrollo de la ingenieria metabdlica aplicada
al mejoramiento nutricional de ciertos cultivos
como también a la produccion de flores de cor-
te. Una de las primeras aplicaciones de la in-
genieria metabolica fue la manipulacion de la
via de sintesis de flavonoides y antocianinas
para cambiar el color de las flores. Esto se de-
bié principalmente a que era una de las vias
mas conocidas y los resultados eran facilmen-
te observables. Es inusual encontrar la gama
completa de colores dentro de las especies flo-

rales convencionales. En Petunia hybrida, una
de las plantas en que la via de sintesis de an-
tocianinas ha sido mas extensamente estudia-
da, se producen derivados de delfinidinas y de
cianidinas pero no derivados de pelargonidina.
Esto se debe a la especificidad de la enzima
dihidroflavonol 4-reductasa de petunia, la cual
no puede reducir al precursor de pelargonidina,
el dihidrokemferol, en kemferol. Sin embargo,
hace casi dos décadas se obtuvo una variedad
de petunias anaranjadas que representa el pri-
mer producto exitoso de modificacion del color
de las flores por ingenieria genética. Esto se
logré transformando una variedad de petunia
blanca con el gen de la dihidroflavonol 4-re-
ductasa (dfr) de maiz. La variedad de petunia
blanca (mutante RLo1) acumula dihidrokemfe-
rol debido a que los genes f3’h (3'flavonoide
hidroxilasa) y 3’56’ (3"-5 flavonoide hidroxilasa)
se hallan afectados por mutaciones; en conse-
cuencia, produce flores que no muestran pig-
mentacion. La transformacién de esta variedad
con el gen de maiz condujo a la produccién
y acumulacién de pelargonidina, obteniéndo-
se flores de petunia color anaranjado (Figura

534 Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



4). Muchos de estos transformantes sufrieron
inestabilidad epigenética (expresidon inesta-
ble debido a la metilacion del promotor), no
pudiéndose obtener cultivares uniformemen-
te coloreados, lo cual impidié su comerciali-
zacioén. Sin embargo, los investigadores de la
empresa Novartis lograron obtener petunias
anaranjadas uniformemente coloreadas por in-
trogresién del gen dfr en plantas de petunia.
Otro ejemplo exitoso es el desarrollo de clave-
les violetas por la empresa australiana Florige-
ne. En los afios 90 los investigadores de esta
companfia tenian como proyecto la obtencién

4.cumani-CoA

+
3xmalonil-CoA

CHS l

oo

Naringenina-chalcona

CHI ‘

g0

Naringenina
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Pelargonidina-
3-glucésido

Dihidromincetina

Figura 4. Manipulacién del metabolismo de las
antocianinas en Petunia hybrida. La expresion
del gen dfr de maiz en una linea de petunia que
acumula dihidrokemferol debido a dos mutaciones
en los genes f3’h y 13’5’ induce la sintesis del pig-
mento pelargonidina (pelargonidina-3-glucdsido),
de color ladrillo. Las petunias blancas no sintetizan

de rosas azules. Con este fin clonaron y sobre-
expresaron en rosas dos enzimas de petunia
encargadas de sintetizar el pigmento azul del-
finidina, sin embargo los resultados que obtu-
vieron no fueron los esperados. A pesar de ob-
tener lineas transgénicas estables para dichas
enzimas, las rosas no presentaban coloracion
azul debido a la influencia del pH vacuolar en la
coloracién de los pigmentos. Cuando aplicaron
la misma estrategia para la transformacion de
claveles los resultados fueron sustancialmente
diferentes, lograron desarrollar exitosamente
seis lineas de claveles transgénicos que van
desde el color lila hasta el violeta. Los clave-
les modificados genéticamente se encuentran
actualmente disponibles en muchas partes del
mundo. Estos claveles transgénicos han sido
sometidos a un riguroso escrutinio regulatorio
Yy, en principio, no presentan mayores riesgos
para el ambiente que los obtenidos por méto-
dos convencionales debido a que la mayoria
de estos claveles son infértiles y a que la dis-
persion de semillas se ve limitada ya que las
flores son removidas de la planta cuando estan
aun cerradas.

Una cantidad creciente de evidencias sugie-
re que los flavonoides son potentes antioxidan-
tes y que un aumento en su consumo diario
podria reducir el riesgo de enfermedades car-
diovasculares y prevenir ciertos tipos de can-
cer. Por esta razén, existe gran interés en la
obtencion de cultivos comestibles que produz-
can altos niveles de flavonoides. Uno de los
principales candidatos para desarrollar este
tipo de tecnologia es el tomate. El tomate pro-
duce en su piel pequefias cantidades de flavo-
noides, lo cual nos confirma la existencia de la
via de sintesis de flavonoides en esta planta
y la potencialidad de aumentar sus niveles de
produccion. A partir de la manipulacién genéti-
ca de la expresion de factores de transcripciéon
se logré obtener lineas de tomate transgénicos
capaces de producir niveles cinco veces mayo-
res de flavonoles que la variedad salvaje. Los
factores de transcripcién que regulan la sinte-
sis de flavonoles en diversas plantas forman
parte de dos familias principales: la familia C1,
tipo MYB y la familia R, tipo MYC. Los auto-
res sobreexpresaron en tomate los factores
de transcripcion C1 y L1 de maiz. Y en forma
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simultanea, transformaron plantas de tomates
con pares de construcciones diferentes: a) gen
C1 bajo la regulacion del promotor constitutivo
35S de CaMV y el gen L1 bajo la regulacion del
promotor especifico de fruto E8 (35SC1/E8L1);
b) genes C7y L1 bajo la regulacion del promo-
tor especifico de fruto E8 (E8C1/E8L1). Dado
que los factores C1 y L1 actian en forma co-
ordinada se asumioé que ambas estrategias, la
sobreexpresion individual y combinada de los
factores de transcripcién, conducirian al incre-
mento especifico de flavonoles en el fruto. La
cantidad y tipo de flavonoles fue determinada
por HPLC (cromatografia liquida de alto ren-
dimiento, del inglés High Performance Liquid
Chromatography) a partir de pulpa de tomates
controles y transgénicos. En este trabajo se
demuestra que so6lo hubo produccion de flavo-
noles en las plantas que expresaban los dos
factores, lo que comprueba que ambos son re-
queridos para activar completamente esta via.
Ademas, se observd un aumento de la activi-
dad antioxidante de los tomates transgénicos
35SC1/E8L1 debido a la acumulacién de los
flavonoles kemferol y naringenina.

Ingenieria metabdlica de la sintesis de

alcaloides

Los alcaloides son el grupo de metaboli-
tos secundarios mas representativo, numero-
so y diverso en la naturaleza. Debido a esto
son muy dificiles de definir en forma general y
precisa. Sin embargo, el caracter comun que
presentan, es que en su estructura poseen un
anillo heterociclico con uno o mas atomos de
nitrégeno. Son sintetizados a partir de aminoa-
cidos o de sus derivados inmediatos y se clasi-
fican segun su esqueleto carbonado. Hasta el
momento se ha estimado que las plantas son
capaces de producir 12.000 especies de alca-
loides diferentes.

La importancia de los alcaloides dentro de
las plantas radica en que constituyen un reser-
vorio de nitrégeno para la misma. Por otro lado,
al igual que algunos flavonoides, actian como
sustancias alelopaticas en la defensa frente a
otras especies vegetales, como asi también,
frente al ataque de ciertos patdgenos o depre-
dadores. También actuan protegiendo a las
plantas del efecto de las radiaciones ultravio-
letas.
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Los alcaloides producidos por las plantas
constituyen uno de los grupos de productos
naturales que provee mayor cantidad de com-
puestos farmacoldgicamente activos. En la
actualidad diversos tipos de alcaloides son uti-
lizados tanto en la medicina tradicional como
en la homeopatia. Generalmente actuan sobre
el sistema nervioso central a nivel del sistema
nervioso parasimpatico y simpatico. En medi-
cina, son utilizados para el tratamiento de en-
fermedades mentales como asi también para
calmar el dolor, ya que muchos de estos meta-
bolitos son compuestos psicoactivos: morfina
(Papaver somniferum), atropina (Atropa bella-
donna), colchicina, entre otros. Existen otros
tipos de alcaloides que son también farmaca-
I6gicamente importantes debido a su uso en el
tratamiento de tumores. Se trata de la vinblasti-
na, vincristina y la camptotecina. Otro alcaloide
de extrema relevancia en medicina es la quini-
na (Cinchona officinalis), droga principal en el
tratamiento de la malaria.

La ingenieria genética aplicada a la manipu-
lacion de la biosintesis de estos compuestos
ha generado varios éxitos durante los ultimos
anos. Uno de los casos mas interesantes es el
desarrollo de plantas de café transgénicas (Co-
ffea canephora) con bajo contenido de cafei-
na. Existe una creciente demanda de café libre
de cafeina debido a los efectos adversos que
este compuesto produce en personas sensi-
bles. El café descafeinado que consumimos en
la actualidad se obtiene mediante un proceso
industrial costoso y que da como resultado un
café con menos sabor. La biosintesis de cafei-
na en plantas de café involucra tres enzimas:
CaXMT1, CaMXMT1 (ambas teobromina sin-
tetasas) y CaDXMT1 (cafeina sintetasa), que
agregan grupos metilos a la xantosina en forma
sucesiva para producir cafeina. La obtencion
de plantas de café con menor contenido de
cafeina fue lograda por inhibicién de la expre-
sion de la enzima CaMXMT1. La expresion de
la enzima fue inhibida por sobreexpresion de
ARNSs de interferencia (ARNi) dirigidos contra
la region 3" no codificante del gen CaMXMT1.
Las bacterias de A. tumefaciens conteniendo
los vectores con las construcciones de ARNi,
fueron usadas para transformar plantas de Co-
ffea canephora. En las lineas transformadas se
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analizaron los niveles de expresién de las tres
enzimas por RT-PCR (transcripciéon reversa -
reaccion en cadena de la polimerasa). El resul-
tado indico no soélo la supresién de CaMXMT1
sino también de las otras dos enzimas. Esto se
debié a la elevada homologia entre las secuen-
cias codificantes de las enzimas. La reduccién
en los niveles de ARNm de CaXMT1, Ca-
MXMT1 y CaDXMT1 sugeria una disminucion
en la actividad de las enzimas. Esto fue con-
firmado directamente midiendo las cantidades
de sus productos, teobromina y cafeina, por
HPLC. Las hojas jévenes de las lineas trans-
formadas presentaron una reduccion del 30
- 80% en el contenido de teobromina y un 50
- 70% en el contenido de cafeina. Los autores
también han logrado plantas descafeinadas de
Coffea arabica, especie de la que se produce
el 70% del café comercializado mundialmente,
utilizando la misma técnica.

Otro ejemplo de ingenieria metabdlica en al-
caloides es la obtencién de plantas transgéni-
cas de Papaver somniferum con altos niveles
de morfina, codeina y tebaina. Estos compues-
tos son muy importantes en la industria farma-
céutica debido a sus propiedades analgésicas.
La eficiencia de extraccion a partir de frutos y
tallos secos de este tipo de alcaloides depende
de su nivel de acumulacién en la planta. Es por
eso que el aumento de los niveles de estas sus-
tancias traeria como consecuencia un benefi-
cio econdmico debido al menor uso de tierras,
la disminucidon costos de extraccion, almace-
namiento y transporte. Una de las estrategias
utilizadas para aumentar la concentracién de
estos alcaloides fue la de sobreexpresar el gen
que codifica la enzima salutaridinol 7-O-acetil-
transferasa (SalAT), involucrada en la via de
sintesis de la morfina y sus derivados. La so-
breexpresion de esta enzima en la mayoria de
las lineas transgénicas resulté en un aumento
en las concentraciones de morfina, codeina y
tebaina en los frutos. La linea transgénica con
mayor contenido de estos compuestos aumen-
t6 en un 42% su contenido total de este tipo de
alcaloides.

Perspectivas de la manipulacién

genética del metabolismo secundario.

En los ultimos anos, se han sobreexpresado
numerosos genes, ya sea en sus plantas de

origen o en otras especies. En algunos casos,
la sobreexpresion resultd en un aumento de la
acumulacion de los compuestos deseados. Sin
embargo, en otros resultd solo en el aumen-
to de la enzima codificada por el propio gen o,
peor aun, en la produccion de compuestos no
deseados. Estos resultados evidencian la com-
plejidad de las redes metabdlicas y la limitada
capacidad existente para predecir las conse-
cuencias de sobreexpresar determinados ge-
nes estructurales. Esta situacion prevalecera
aun por cierto tiempo, en tanto y en cuanto
no se cuente con mayor informacién sobre la
composicion de las vias metabdlicas que se
desean modificar. En este sentido, la utilizacion
de factores de transcripcion para activar vias
metabdlicas completas parece ser actualmente
una estrategia prometedora. En los préximos
afos, el principal desafio sera obtener mayor
informacion acerca de la regulaciéon metabdlica
a todos los niveles: genético, enzimatico, de la
compartimentalizacién, del transporte y de la
acumulacion. Dado que los metabolitos secun-
darios son especie-especificos, la informacion
genética obtenida de Arabidopsis thaliana sera
de utilidad limitada, por lo que la secuencia-
cion de otras especies de interés sera de gran
valor en este campo. A su vez, sera necesario
integrar los datos obtenidos de los estudios ge-
nomicos con los de los estudios protedmicos
y metabolémicos, lo que permitira generar un
panorama mas completo del conjunto de las
interacciones regulatorias. Cuando el objetivo
de la modificacién del metabolismo secundario
sea mejorar la calidad nutricional de un cultivo
comestible, sera necesario considerar el riesgo
de que la modificacién realizada conduzca a la
produccion de compuestos toxicos no desea-
dos. Para poder disminuir este riesgo, se re-
quiere conocer con la mayor precision posible
el perfil de los metabolitos que produce la plan-
ta, lo que es corrientemente conocido como
su “metaboloma”. Sin embargo, no existen en
la actualidad métodos que nos permitan obte-
ner este perfil en forma completa. En muchos
casos, los métodos cromatograficos, como la
cromatografia gaseosa y la cromatografia li-
quida de alta resolucion, separan pobremen-
te componentes con propiedades fisicas muy
distintas. La espectrometria HNMR (del inglés
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Proton Nuclear Magnetic Resonance Spectros-
copy, espectroscopia de resonancia magnéti-
ca nuclear de 1H), que detecta todos los com-
puestos presentes con la misma sensibilidad,
no puede registrar compuestos minoritarios.
De esta manera, para el analisis del metabo-
loma se deberan utilizar simultaneamente dife-
rentes métodos y, a su vez, mejorar las técni-
cas actuales.

A pesar del limitado conocimiento actual de
las vias metabdlicas, se han obtenido ya resul-
tados muy interesantes, lo que demuestra el
gran potencial de la ingenieria genética en la
modificacion del metabolismo secundario. Esta
capacidad se traducira en el futuro en nume-
rosas aplicaciones en campos tales como mo-
lecular farming (produccion de moléculas de
interés en organismos genéticamente modifi-
cados), fortalecimiento nutricional y resistencia
a patogenos.
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V. CAPITULO 14
Mejoras de calidad en alimentos

Clara Rubinstein y Gabriela Levitus

Entre las aplicaciones biotecnoldgicas de la
ingenieria genética para el mejoramiento de
variedades alimentarias se encuentran ejem-
plos variados que incluyen la biofortificacion de
cultivos con mayores cantidades de nutrientes
especificos, el desarrollo de variedades con
perfiles composicionales mas saludables o se-
guros, y el desarrollo de alimentos funcionales,
con determinada actividad benéfica sobre la
salud.

Asimismo, existen numerosos desarrollos
que apuntan a mejorar caracteristicas organo-
Iépticas u otras que resulten importantes desde
el punto de vista de la tecnologia de alimentos
0 su comercializacion. En este capitulo se re-
visaran brevemente algunas de estas aplica-
ciones, asi como los criterios utilizados en la
evaluacion de la inocuidad y aptitud nutricional
para este tipo de mejoras.

Si bien el foco de este trabajo es el mejo-
ramiento vegetal, es importante notar que los
desarrollos biotecnologicos abarcan a otros
organismos igualmente importantes desde el
punto de vista alimentario, ya sea como ma-
terias primas o porque son fuente de adyuvan-
tes, suplementos, aditivos o preservantes. En
efecto, numerosos microorganismos, asi como
especies animales, pueden ser mejorados uti-
lizando herramientas biotecnoldgicas. Estas
pueden incluir a la ingenieria genética, aunque
es de practica comun mejorar los microorga-
nismos utilizados en los procesos fermenta-
tivos mediante genética clasica, en particular
por motivos econdémicos, dados los costos de
aprobacion regulatoria de un organismo trans-
génico y también por un tema de aceptacion
en ciertos mercados. Un ejemplo de la apli-
cacion de tecnologia recombinante en este
campo, es la mejora obtenida en cepas bac-
terianas utilizadas en la produccion de lacteos
fermentados (yogur, quesos, etc.). Estas cepas
son sensibles a la infeccion por fagos (virus
de bacterias), causando pérdidas econémicas

importantes en la industria alimentaria. Hoy es
posible contar con cepas recombinantes resis-
tentes a la infeccion viral.

En cuanto al mejoramiento animal, el uso de
marcadores moleculares es actualmente posi-
ble como herramienta gracias a los avances en
la gendmica animal. El uso de tecnologias re-
combinantes para este fin puede ejemplificarse
en el desarrollo del salmon “AquaAdvantage”
(de la empresa Aqua Bounty Farms), que tiene
la capacidad de crecer hasta el tamano para
la comercializacion (entre 2,5 y 4,5 kg) en un
afio y medio, mientras que las practicas de cria
convencionales requieren dos a tres afios para
lograr el mismo fin. Estos nuevos salmones
podrian también contribuir a una practica de
acuicultura mas sustentable, colaborando con
la reduccion de la sobrepesca de ejemplares
salvajes y bajando los costos para los consu-
midores.

Los especialistas en genética animal tam-
bién estan usando biotecnologia para obtener
carnes mas saludables, como por ejemplo, car-
nes vacunas y porcinas con mejores perfiles
de acidos grasos.

Finalmente, las técnicas de clonacién y
otras, como la bio-nanotecnologia, también
aportaran soluciones a los mejoradores y a los
tecndlogos alimentarios en el corto y mediano
plazo.

En cuanto a las aplicaciones de la ingenie-
ria genética para el mejoramiento de especies
vegetales alimentarias, son muy diversos los
proyectos que se estan desarrollando. La bio-
tecnologia puede ayudar a aumentar el valor
nutritivo y la seguridad de muchos cultivos, en
particular, aquellos que son la base de la dieta
en muchos paises en desarrollo.

Biofortificacion

Las deficiencias nutricionales de las dietas
afectan seriamente el desarrollo fisico y mental
con graves consecuencias para el rendimiento
educativo, laboral, y por lo tanto, limitando o re-
duciendo las oportunidades para aquellos que
las sufren y sus potenciales contribuciones a
la sociedad. La Organizacion Mundial para la
Salud (OMS) ha reconocido que estas deficien-
cias tienen graves efectos sobre la salud y la
calidad de vida de al menos dos mil millones
de personas.
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Una nutriciéon inadecuada también contribu-
ye a una mortalidad infantil aumentada a causa
de enfermedades infecciosas, algunas de las
cuales no serian fatales para nifios bien ali-
mentados.

Las deficiencias en micronutrientes, como
hierro, vitamina A, yodo, zinc y acido fdlico,
afectan especialmente a nifios y mujeres en
edad reproductiva, resultando en una morbili-
dad y mortalidad importantes. En este sentido,
es obvio que la resolucion de estos problemas
en el largo plazo y a gran escala se alcanzara
unicamente cuando sea posible acceder a una
dieta variada, balanceada y abundante.

Algunos nutrientes clave suelen anadirse
directamente a los alimentos en el momento
de la elaboracién, aunque es posible también
enriquecerlos indirectamente, es decir, a través
del mejoramiento vegetal. Esto es lo que se de-
nomina biofortificacion, término definido por el
CODEX en 2007 como: “la adicion indirecta de
nutrientes esenciales u otras sustancias a los
alimentos con el fin de lograr una mejora de la
nutricion o de la salud”.

Es interesante resaltar que la reunion de
Consenso de Copenhagen de 2008, en la que
se reunieron economistas de todo el mundo
para ponderar los desafios globales y esta-
blecer soluciones prioritarias, concluy6 que la
biofortificacion es una de las posibilidades mas
aplicables a la solucion de las deficiencias nu-
tricionales respecto de otras estrategias, con-
siderando que con 75 millones de ddlares es
posible cubrir:

* La suplementacién con vitamina A para
un ano, para 37,5 millones de chicos en
edad pre-escolar en Bangladesh, India y
Pakistan.

» La fortificacion con hierro para un afio,
para 375 millones de personas, aproxi-
madamente un 30% de la poblacién de
Bangladesh, India, y Pakistan.

+ El desarrollo y difusion de variedades
mejoradas (biofortificacion por métodos
convencionales o utilizando marcadores
moleculares) de arroz y trigo ricas en hie-
rro y zinc para el Sudeste Asiatico, que
estarian disponibles afo tras ano a tra-
vés de la semilla.

La transformacion genética mediante tecno-
logias de ADN recombinante es uno de los ins-
trumentos que pueden usarse para biofortificar
las materias primas alimenticias, ya que permi-
te al animal o a la planta producir el nutriente
adicional, como por ejemplo, beta caroteno en
el arroz. Otro ejemplo de estas iniciativas es el
desarrollo llevado adelante por cientificos de la
Universidad de Nehru en la India, que utilizaron
un gen identificado en el amaranto sudameri-
cano para aumentar el contenido de proteinas
de la papa en un 30% y también el nivel de
aminoacidos esenciales, normalmente no pre-
sentes en las variedades convencionales.

El caso del arroz dorado:

Cerca del 70% de la poblacién mundial basa
su dieta en cereales. El arroz es el cereal mas
importante para la nutricibn humana y provee
el 30% de la ingesta de energia de la pobla-
cion asiatica. El maiz esta en tercer lugar des-
pués del trigo como uno de los tres cultivos
mas importantes. Si bien el grano de maiz es
usado fundamentalmente para alimentacion
animal en los paises desarrollados, es la base
dietaria en muchos paises de América Latina
y Africa. Otros cultivos, como la batata o papa
dulce, son cultivos secundarios también impor-
tantes para paises de Europa del Este y Africa,
y en particular, para los agricultores de sub-
sistencia. La mayor parte de los cultivos, y por
lo tanto los alimentos derivados de ellos, son
deficientes en uno 0 mas nutrientes esenciales
(aquellos que deben ser incorporados a través
de la dieta). Por esto, la dieta de mucha gen-
te que depende de estos cultivos en paises en
desarrollo resulta deficiente y es poco diversa,
lo que aumenta los riesgos de deficiencias nu-
tricionales.

El arroz dorado (Golden Rice), denominado
asi por su color ambar, es un ejemplo de este
tipo de modificaciones y fue desarrollado para
expresar provitamina A (beta-caroteno) en al-
tas cantidades, con la idea de contribuir a ali-
viar las deficiencias en vitamina A en paises del
sudeste asiatico y otros.

Actualmente, esta en desarrollo el llamado
“Golden Rice 27, la segunda generacién de
este arroz, que expresa mayores cantidades
de beta-caroteno respecto de la primera ver-
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sion (unas 20 veces mas), y que permitiria que
con 1/3 de taza (70 gramos) se provean 2/3
de la ingesta diaria recomendada de vitamina
A para nifios en edad preescolar.

Para lograr esta modificacion, se insertaron
dos genes: el gen psy de la fitoeno sintetasa
de maizy el gen crtl, codificante para la carote-
no desaturasa de la bacteria Erwinia uredovora
(Figura 1).

CHAPTER % FIGURES AND FIGURE LEGENDS

RB Giu SSUcrl _nos  Glu__Zm _ Psy nos _ Ubil pmi__ nos
LB

Figure 5-1—DNA Construct Present in Golden Rice 2 (Paine and others 2005)
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Figura 1. Inserto presente en el Golden Rice 2

Se utilizé6 la transformacion mediada por
Agrobacterium tumefaciens para introducir la
construccion en arroz (Oryza sativa). El sis-
tema de seleccion utilizado fue el método de
la fosfomanosa isomerasa de E. coli (PMI), un
sistema alternativo al uso de genes de resisten-
cia a antibiéticos. Este sistema permite a los te-
jidos vegetales en cultivo utilizar manosa como
fuente principal de carbono, no disponible para
las plantas porque carecen de la enzima PMI.

La fitoeno sintetasa cataliza el paso limitante
de la biosintesis de carotenoides en plantas,
resultando la del maiz la mas eficiente desde
el punto de vista de la acumulacién de caro-
tenoides totales y beta-caroteno en arroz. De
hecho, el Golden Rice 1 contiene cerca de
1,6 ug de carotenoides totales/gramo de peso
seco de grano, mientras que el Golden Rice 2
contiene hasta 37 ug/gramo de peso seco de
grano, de los cuales 31 pg/g es B-caroteno.

Ningun cultivar de arroz produce carotenoi-
des en el endosperma, si bien pueden producir
el precursor geranil-genaril difosfato. La fitoeno
sintetasa convierte este compuesto a fitoeno,
el precursor inmediato del beta-caroteno en
plantas.

Para poder ser utilizada como vitamina A, el
beta-caroteno debe ser absorbido y convertido

a retinol. Esta bio-conversidon es variable, de
acuerdo a factores que dependen del tipo de
carotenoide, la matriz en la cual es incorpora-
do, el estado nutricional del consumidor, etc.

La biodisponibilidad del beta-caroteno ex-
presado en el Golden Rice 2 se ha evaluado,
y se estima que 70 gramos de arroz crudo po-
drian proveer el 60% de la ingesta recomenda-
da (en los EEUU) para lactantes de 1 a 2 afios
de edad. La porcién de arroz convencional pro-
medio para un nifio de esa edad en Tailandia,
por ejemplo, es de 160 gramos.

La evaluacion de inocuidad de este evento
sigue las recomendaciones del Codex Alimen-
tarius, utiliza al arroz convencional como com-
parador y examina riesgos y beneficios poten-
ciales. Las evidencias hasta el momento reco-
piladas para este evento, indican que:

* La composicion global del Golden
Rice 2, de acuerdo con las recomen-
daciones de la OECD (Organizacién
para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico), no se ha alterado, ex-
cepto en la via metabdlica modifica-
da, segun lo esperado.

» El analisis bioinformatico de la fi-
toenodesaturasa de Erwinia no
muestra relacion con alérgenos, toxi-
nas o anti-nutrientes.

» Lafitoeno sintetasa de Zea mays es
cominmente consumida, es decir,
tiene historia de uso seguro en ali-
mentacion.

» El beta caroteno esta biodisponible

Figura 2: Comparacion entre el arroz convencional
(izq), Golden Rice 1 (centro) y Golden Rice (der).
(Tomado de Paine et al, 2006).
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Alimentos mas saludables o seguros

Modificacion en la composicion de los

aceites

Ya existen en el mercado diferentes varieda-
des de oleaginosas que producen aceites con
perfiles de acidos grasos mas saludables, algu-
nas de ellas transgénicas. Las modificaciones
introducidas apuntan a obtener menor cantidad
de acidos grasos saturados (los menos saluda-
bles), y enriquecer la composicion de los acei-
tes en acidos grasos mono o poli-insaturados
(mas deseables desde este punto de vista).
Estas modificaciones introducen pasos meta-
bdlicos ausentes o bien silencian partes de una
via metabdlica, logrando derivar la sintesis a
los productos deseados.

Por ejemplo, se ha logrado la conversion
de &cido linoleico en &cidos omega 3 simila-
res a los encontrados en aceites de pescado,
asociados con beneficios para la salud cardio-
vascular. Del mismo modo, es posible evitar o
eliminar la hidrogenacion industrial de los acei-
tes, que genera las indeseables grasas “trans”,
de conocidos efectos negativos sobre la salud.
El proceso de hidrogenacién es necesario para
estabilizar los aceites o para conseguir grasas
sélidas para diferentes aplicaciones alimenta-
rias. Reducir el nivel de acido linolénico o bien
aumentar la cantidad de acidos grasos como el
estearico, son dos de las estrategias de mejo-
ramiento utilizadas por los investigadores que
estan desarrollando estas semillas.

Eliminacién de alérgenos y toxinas

En cuanto al potencial alergénico de ciertos
alimentos, la biotecnologia también puede con-
tribuir a mejorar la seguridad de las materias
primas. El 95% de las alergias alimentarias
puede ser atribuida a un grupo de ocho alimen-
tos, entre los que se encuentran el mani, la le-
che, la soja, el pescado, el huevo, etc. No solo
se han hecho grandes progresos en la identi-
ficacion de una serie de proteinas alergénicas
responsables de estas intolerancias, sino que
también se ha tenido éxito en bloquear o eli-
minar genes codificantes para alérgenos. En
efecto, las técnicas de silenciamiento mediado
por ARN de interferencia han sido aplicadas a
la reduccion de alérgenos en diferentes espe-

cies, como la proteina P34 de soja, el alérgeno
de arroz de 14-16kda o las proteinas Lyc e1
Lyc e 3 de tomate.

Asimismo, existen desarrollos que se enfo-
can en la eliminacion de toxinas naturalmen-
te presentes en algunos cultivos alimentarios,
como los glicoalcaloides de la papa o los com-
puestos cianogénicos de la mandioca.

El caso del mani

Utilizando la tecnologia de ARN de interfe-
rencia es posible silenciar a los alérgenos mas
potentes del mani. Un trabajo reciente mostré
que es posible suprimir la expresion de Ara h
2 y Ara h 6 en forma especifica utilizando esta
tecnologia.

Se han identificado once proteinas alergé-
nicas en el mani (denominadas Arah 1- 11).
Entre éstas, Ara h 2 y Ara h 6, se han recono-
cido como los alérgenos mas potentes. Entre
un 80 y un 90% de los pacientes alérgicos al
mani, presentan anticuerpos IgE especificos,
anti-Arah 2 y 6 y el reconocimiento de estos
alérgenos persiste por mas de un ano luego del
desafio alimentario en nifios. Los genes codi-
ficantes para estos polipéptidos fueron silen-
ciados en plantas transgénicas, y las pruebas
de unién a inmunoglobulina E confirmaron una
reduccion en el binding a estas proteinas, se-
gun lo esperado, sugiriendo que estas técnicas
constituyen una estrategia promisoria para de-
sarrollar mani y otros cultivos hipoalergénicos.

Modificaciones funcionales

Ademas de agregar nuevos nutrientes, es
posible también aumentar los beneficios para la
salud de los denominados alimentos funciona-
les. Estos son alimentos que contienen niveles
significativos de componentes biolégicamente
activos que confieren beneficios que van mas
alla de cubrir las necesidades basicas de ca-
lorias, aminoacidos o acidos grasos esencia-
les, vitaminas o minerales. Algunos ejemplos
de alimentos considerados funcionales, son la
cebolla y el ajo, debido a componentes que au-
mentan la respuesta inmune o reducen el co-
lesterol o bien los glucosinolatos presentes en
las coles, que estimulan enzimas con propie-
dades anti-cancerigenas. Del mismo modo, los
antioxidantes encontrados en alimentos como
el té verde, el vino, el chocolate, etc., son tam-
bién considerados componentes funcionales.
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El caso del tomate

Investigadores de la Universidad de Purdue
y del Departamento de Agricultura de los EEUU
lograron tomates que contienen una cantidad
tres veces mayor del antioxidante licopeno que
las variedades convencionales. El consumo de
licopeno se ha asociado con un menor riesgo
de cancer de préstata y mama, y con menores
niveles en sangre de colesterol “malo”.

También en tomate, se esta trabajando en
el aumento de antocianinas, del mismo modo
asociadas a numerosos efectos benéficos para
la salud. Dos genes (Del y Ros1) originarios
del genoma de una planta ornamental (“cone-
jito”, Antirrhinum majus) fueron introducidos en
plantas de tomate convencional. Estos genes
inducen la expresion de enzimas clave en la
sintesis y el transporte de antocianinas a las
vacuolas de las células del tejido que conforma
la pulpa del tomate. El resultado final es un au-
mento de tres veces en el contenido de estas
antocianinas, que se refleja en el color violeta o
purpura de estos tomates (Figura 3). Es impor-
tante aclarar que no hay variedades de tomate
transgénico disponibles en el mercado aun (ni
estas ni otras), y que estos desarrollos se en-
cuentran en fase experimental.

De manera similar, se esta trabajando en
la USDA para aumentar el contenido de aci-
do elagico en frutillas, un compuesto protector
contra el cancer.

Otras modificaciones
Las técnicas biotecnoldgicas se estan uti-
lizando ampliamente para obtener mejores

Figura 3: Tomates violeta con alto contenido de
antocianinas y tomates rojos sin modificar. Foto del
Centro John Innes Centre

caracteristicas en alimentos e ingredientes,
ya sea para facilitar los procesos industriales
o hacerlos mas atractivos para los consumi-
dores. Prolongar la vida util de frutas y vege-
tales, crear variedades sin semillas, extender
la disponibilidad geografica de frutas de esta-
cion, mejorar el sabor y la textura de produc-
tos como tomates, pimientos o peras, y crear
variedades de té y café libres de cafeina, son
todas mejoras posibles mediante la aplicacion
de estrategias biotecnoldgicas, algunas de las
cuales incluyen a la ingenieria genética como
herramienta.

Por ejemplo, una estrategia utilizada para
mejorar la calidad de las papas, es modificar la
relacion almidén/agua. Las papas con un ma-
yor contenido de almidén son mas saludables
porque absorben menos aceite al freirlas y re-
quieren menos energia para su procesamien-
to. Otro ejemplo es el uso de tomates obteni-
dos mediante variacién somaclonal que contie-
nen un 30% menos agua y pueden procesarse
de manera mas eficiente para producir sopas,
pasta de tomate o ketchup.

En cuanto a la prolongacion de la vida util
post-cosecha, se han desarrollado tomates y
frambuesas de maduracion retardada, utilizan-
do técnicas de control de etileno)

La siguiente tabla muestra los numerosos
cultivos y mejoras que se encuentran en eta-
pas de experimentacién y/o de desarrollo.

Lecturas y sitios recomendados

ArgenBio www.argenbio.org

Batista J et al, 2007. Evaluacion de inocuidad
alimentaria de organismos genéticamente
modificados, Criterios y recursos para su
implementacion. UNU-Biolac-RNBio-ILSI
(disponible en www.ilsi.org.ar. Biotecnologia)

Bouis H. 2007. The potential of genetically modified
food crops to improve human nutrition in
developing countries. J. Dev. Stud. 43:79-96

Butelli E et al., Enrichment of tomato fruit with health-
promoting anthocyanins by expression of select
transcription factors, Nat Biotechnol, 26:1301-8,
2008.

Chu Y, Faustinelli PR amos ML, Hajduch M,
Stevenson S, Thelen JJ, Maleki SJ, Cheng
H y Ozias-Akins P. Reduction of IgE Binding
and nonpromotion of Aspergillus Flavus fungal
growth by simultaneously silencing Arah6 and
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Arah2 in peanut. Journal of Agricultural and Food
Chem.2008, 56, 11225-11233

Codex Alimentarius http://www.codexalimentarius.
net/web/index_es.jsp

Copenhagen Consensus
copenhagenconsensus.com

Current Opinion in Biotechnology 2006, 17:130—-138

Golden Rice www.goldenrice.org

Grant, R - Where’s the Super Food? The Scientist,
Volume 23, Issue 9, Page 30

Harvest Plus www.harvestplus.org

ILSI www.ilsi.org y www.ilsi.org.ar

ILSI, IFBIC: Nutritional and Safety Assessments of
Foods and Feeds Nutritionally Improved through
Biotechnology: Case Studies. J. Food Science
and Comp. Rev. Food Sci & Food Saf. 2008

Informe de la OMS: Modern Food Biotechnology,
Human Health and Development: An Evidence-
Based Study, 2005. www.who.int/foodsafety .

Kinney AJ, Metabolic engineering in plants for
human health and nutrition, Morris J. et al.,,
“Nutritional impact of elevated calcium transport
activity in carrots,” PNAS, 105:1431-35, 2008.

Paine JA et al, “Improving the nutritional value of
Golden Rice through increased pro-vitamin A
content,” Nat Biotech, 23:482-87, 2005.

WWW.

Tang G. et al.,, “Golden Rice is an effective source
of vitamin A,” Am J Clin Nutr, 89:1776-83, 2009.

The Guide to Biotechnology 2008, Biotechnology
Industry Organization (BIO), Editors Roxanna
Guilford-Blake, Debbie Strickland. www.bio.org

Unnevehr L, Pray C, Paarlberg R. 2007.
Addressing micronutrient deficiencies: alternative
interventions and technologies. AgBioForum
10:124-34

Ursin, V. 2003. Modification of Plant Lipids for Human
Health - Development of Functional Land-Based
Omega-3 Fatty Acids. Symposium - Improving
Human Nutrition through Genomics, Proteomics
and Biotechnologies. Journal of Nutrition. 133:
4271-4274.

Ye X. et al., “Engineering the provitamin A (beta-
carotene) biosynthetic pathway into (carotenoid-
free) rice endosperm,” Science, 287:303-5, 2000.



V. CAPITULO 15

Fitorremediacion

Maria Eugenia Segretin*, Paula Bey* y
Alejandro Mentaberry
* Ambas autoras contribuyeron por igual

Introduccién

La autotrofia es una de las caracteristicas
mas importante de las plantas, dado que les
permite utilizar la energia solar y el CO, como
fuentes de energia y carbono, respectivamen-
te. Como consecuencia, las mismas dependen
de sus raices para incorporar agua del medio
que las rodea y, con ella, compuestos minera-
les, nitrégeno y otros nutrientes. Junto con és-
tos, las plantas absorben compuestos téxicos
de origen variado por lo que, a lo largo de la
evolucion, han generado mecanismos de de-
toxificacion que les permiten sobrevivir en am-
bientes adversos. Estos mecanismos pudieron
haberse originado a partir de sistemas natura-
les de defensa contra aleloquimicos liberados
por organismos competidores, incluyendo mi-
croorganismos, insectos y otras plantas.

La “fitorremediacion” consiste en la utiliza-
cion de las plantas y de los microorganismos
asociados a las mismas con fines de descon-
taminacién del medio ambiente. En este con-
texto, las plantas pueden considerarse como
sistemas naturales de extraccion y tratamiento
de contaminantes. A diferencia de los métodos
de tratamiento tradicionales, la energia reque-
rida para su funcionamiento proviene del sol, el
costo de mantenimiento es reducido y los efec-
tos indeseados son minimos.

Muchas actividades humanas, como la mi-
neria, la agricultura, la industria y las operacio-
nes militares, han provocado la contaminacion
de grandes superficies, incluyendo sitios con
altos niveles de concentracion de compuestos
téxicos (por ejemplo luego de un derrame ac-
cidental) o con niveles escasamente detecta-
bles. Luego de largos periodos de exposicion,
estos ultimos pueden ser perjudiciales para la
salud humana y de otros organismos debido a
efectos acumulativos. Los procedimientos ac-
tualmente utilizados para el tratar sitios conta-

minados son muy caros y, Como consecuencia
de ello, muchos terrenos privados se abando-
nan en lugar de remediarse. Solamente en Es-
tados Unidos, se gastan entre 6.000 y 8.000
millones de délares anuales para el tratamiento
de zonas contaminadas, valores que, a escala
mundial, alcanzan sumas de 25.000 y 50.000
millones de délares.

Los métodos actualmente utilizados para la
remediacion ambiental se pueden clasificar en
fisicoquimicos y bioldgicos. Los métodos fisi-
coquimicos incluyen la excavacion, transporte
y lavado de suelos, la extraccion, bombeo vy
tratamiento de aguas contaminadas y el trata-
miento de aguas contaminadas mediante pre-
cipitacion, intercambio i6nico, 6smosis reversa
y microfiltracion. Todos estos procedimientos
son altamente costosos e impracticables si se
trata de grandes superficies de tierra o volume-
nes de agua.

Los métodos bioldgicos mas utilizados se
basan agregar o estimular el crecimiento de
bacterias que degraden o transformen el con-
taminante a tratar. Para que este enfoque re-
sulte exitoso, se deben considerar factores
tales como la capacidad de supervivencia de
los microorganismos, la accesibilidad o bio-
disponibilidad del compuesto contaminante y
la presencia de inductores de las respectivas
actividades enzimaticas. Muchos compuestos
organicos son recalcitrantes a la degradacién
y no pueden ser utilizados como fuente de car-
bono por los microorganismos involucrados.
Ademas, los contaminantes son generalmen-
te metabolizados por enzimas que utilizan otro
sustrato natural, por lo que la presencia de éste
puede ser necesaria para inducir la expresién
de los genes correspondientes. Por otra parte,
el éxito de un proceso de biorremediacion de-
pende de la presencia de fuentes de carbono
y energia suficientes en el sitio a tratar, por lo
que usualmente se requiere adicionar conside-
rables cantidades de nutrientes para promover
el crecimiento bacteriano.

La fitorremediacion: aplicaciones,

ventajas y desventajas

La fitorremediacion es una técnica de recien-
te desarrollo que permite descontaminar de
manera eficiente compuestos toxicos organi-
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cos e inorganicos. La mayoria de los contami-
nantes organicos son generados por la accion
del hombre, siendo muchos de ellos carcino-
génicos. Se producen como consecuencia de
derrames (combustibles y solventes) y activi-
dades agricolas (pesticidas, herbicidas), indus-
triales (deshechos quimicos y petroquimicos)
o militares (explosivos y armas quimicas). De-
pendiendo de sus propiedades, pueden ser de-
gradados en la raiz de la planta, o incorporados
a tallos y hojas para su degradacion, secuestro
o volatilizacion. Algunos ejemplos de compues-
tos organicos eficientemente descontaminados
por fitorremediacién incluyen solventes organi-
cos (tricloroetileno), herbicidas (atrazina), ex-
plosivos (trinitrotolueno), hidrocarburos deriva-
dos del petréleo (gasolina, benceno, tolueno,
hidrocarburos aromaticos policiclicos) y bifeni-
los policlorinados (dioxinas, polietileno), entre
otros. En comparacién con los contaminantes
inorganicos, son relativamente menos téxicos
para las plantas, ya que son menos reactivos y
no se acumulan.

Los contaminantes inorganicos pueden estar
presentes naturalmente en la corteza terrestre
y/o en la atmdsfera, o resultar de actividades
humanas como la mineria, la industria, el trans-
porte y la agricultura. A diferencia de los com-
puestos organicos, no pueden ser degradados
por las plantas, pero pueden acumularse en
las partes cosechables de las mismas. Algunos
ejemplos exitosos de fitorremediacion de esta
clase de contaminantes incluyen, entre otros,
macronutrientes vegetales (nitratos y fosfatos),
elementos traza (Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn), ele-
mentos no esenciales (Cd, Co, F, Hg, Se, Pb,
V y W), e isétopos radioactivos (38U, *’Cs y
%Sr). Muchos de estos compuestos son nor-
malmente necesarios para el desarrollo de las
plantas, pero cuando se acumulan en exceso
generan estrés oxidativo dafiando a las células
vegetales.

Mas alla de la naturaleza quimica del con-
taminante, la fitorremediacién puede utilizarse
para detoxificar sustratos de naturaleza sélida,
liquida o gaseosa. Entre las principales aplica-
ciones de esta técnica pueden mencionarse el
tratamiento de:

» Sustratos sdlidos: sitios militares (meta-

les, explosivos), suelos agricolas (herbi-

cidas, pesticidas, metales, selenio), sitios
industriales (compuestos organicos, me-
tales), minas (metales) y sitios de trata-
miento de maderas (hidrocarburos aro-
maticos policiclicos);

» Sustratos liquidos: aguas residuales (nu-
trientes, metales), drenajes agricolas
(nutrientes, fertilizantes, As, Se, B, pes-
ticidas, herbicidas), efluentes industriales
(metales), efluentes de mineria (metales);

» Sustratos gaseosos: aire (6xidos de nitro-
geno, SO,, ozono, CO,, gases neurotoxi-
cos, particulas de hollin, hidrocarburos
volatiles).

La fitorremediacién presenta una serie de
ventajas sobre otras técnicas de descontami-
nacion que podrian resumirse de la siguiente
manera: a) costos energéticos muy inferiores
debido al uso de energia solar; b) empleo de
tratamientos in situ, con las consiguientes re-
ducciones de costos y riesgos para los huma-
nos; ¢) adaptabilidad para la descontaminacién
de grandes superficies o para la "finalizacion"
de areas restringidas en plazos prolongados; d)
mayor velocidad de degradacién para el caso
de determinados compuestos; e€) menor pro-
duccion de residuos secundarios.

Asimismo, es importante considerar también
las limitaciones inherentes a esta técnica, entre
las cuales pueden incluirse: a) la fitotoxicidad
puede limitar el crecimiento de las plantas en
areas fuertemente contaminadas; b) la penetra-
cion de las raices restringe la utilidad de la téc-
nica a profundidades de hasta 3-4 m, y al tra-
tamiento aguas poco profundas; c) en algunos
casos el proceso de remediacion suele ser muy
prolongado, siendo mas lento en los suelos que
en los cuerpos de agua; d) la biodisponibilidad
de los compuestos o0 metales puede constituir
un factor limitante para una captacion eficaz; e)
las contaminaciones potenciales de las cade-
nas alimentarias y de las napas de agua son
riesgos que deben considerarse seriamente; f)
los productos de degradacion in planta (proce-
sos de fitodegradacion) no estan bien estable-
cidos en muchos casos; g) el marco regulatorio
para procesos de fitorremediacion se halla aun
en proceso de elaboracion.

Algunas de las limitaciones mencionadas
pueden atenuarse introduciendo modificacio-
nes a las técnicas utilizadas. Por ejemplo, la
profundidad de captacion puede incrementar-
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se mediante implantacion de arboles en perfo-
raciones profundas o mediante el bombeo de
aguas contaminadas para irrigar plantas fito-
rremediadoras. Asimismo, la biodisponibilidad
de ciertos contaminantes puede incrementarse
mediante el agregado de compuestos que au-
menten su solubilidad.

El mercado actual de la fitorremediacion en
Estados Unidos representa entre 100 y 150 mi-
llones de ddlares al afio (en 1999 fue de cerca
de 45 millones de dolares), repartiéndose en
un 80% para el tratamiento de contaminantes
organicos y un 20% para contaminantes inorga-
nicos. Este mercado es todavia incipiente si se
considera que la fitorremediacion abarca solo
un 0,5% del mercado total de remediacién (la
biorremediacion en su conjunto representa cer-
ca del 2% del mercado total). El uso de este tipo
de técnicas no es aun significativo en Europa,
pero se espera que, debido a las inversiones
realizadas en este campo, se vaya ampliando
en el corto y mediano plazo. La Tabla 1 muestra
una comparacioén de los costos de descontami-
nacién para diferentes compuestos téxicos con
distintas estrategias. Como puede verse, en el
caso de los contaminantes listados la fitorreme-
diacion resulta la opcidon menos costosa.

Estrategias de

fitorremediacion

El término fitorremediacion engloba diferen-
tes estrategias para descontaminar el entorno
mediante el uso de las plantas. Estas estrate-

Tabla 1. Adaptada de Chappell, 1998

gias se resumen en la Figura 1 y se detallan a
continuacion. Su uso depende de la superficie
y caracteristicas del ambiente a remediar y de
la naturaleza del contaminante, siendo posible
implementar combinaciones de las mismas en
algunos casos

* Fitoextraccion: esta estrategia tiene
como fin concentrar el contaminante en
tejidos cosechables de las plantas (prin-
cipalmente en la parte aérea). El material
cosechado puede convertirse en cenizas,
usarse con fines no alimentarios o, como
en el caso de algunos metales, para reci-
clar el contaminante ("fitomineria"). Esta
técnica se usa principalmente para la re-
mediacion de metales y de otros toxicos
inorganicos (Se, As, radionucledtidos).

* Fitoestimulacion/rizodegradacion: el
propésito de esta estrategia es facilitar la
degradacion de contaminantes presen-
tes en la rizosfera mediante la actividad
de microorganismos (bacterias y hongos)
asociados a las plantas. Es comunmente
usada para remediar contaminantes or-
ganicos hidrofébicos que no pueden ser
incorporados por las plantas, pero que
pueden ser degradados por los micro-
organismos. Los ejemplos mas destaca-
dos de aplicaciones de esta estrategia
se refieren a hidrocarburos aromaticos
policiclicos, bifenilos policlorinados e hi-
drocarburos derivados del petréleo.

Costo estimado

Costo de
Fitorremediacion

Contaminante

usando otras
tecnologias

Metales U$D 87,5 por m U$D 250 por m
petroleo U$D 70.000 por sitio U$D 850,000

4 Ha de tierra contaminada US$D 500,000 US$D 12 millones
con plomo

Radionucleétidos en agua U$D 2 a USD 6 No determinado

superficial (4.000 litros)
1 hectarea a 15 cm de
profundidad (varios
contaminantes)

U$D 2.500 a U$D 15.000

No determinado

Adaptada de Chappell, 1998.
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Fitovolatilizacion

Fitotransfd |

TRENDS in Biotechnology

Figura 1. Procesos involucrados en la fitorremediacion. La fitorremediacion puede involucrar varios
procesos: los contaminantes en el suelo y en el agua subterranea pueden ser incorporados a los tejidos
vegetales (fitoextraccion), o adsorbidos a las raices (rizofiltracion); los contaminantes dentro de la planta
pueden ser transformados por enzimas vegetales (fitotransformacion), o volatilizados y liberados a la at-
mosfera (fitovolatilizacion); los contaminantes del suelo pueden ser degradados por microorganismos de
la rizésfera (biorremediacion rizosférica), o incorporados al material del suelo (fitoestabilizacion). Adaptado
de van Aken, 2008

Fitoestabilizacion: esta estrategia se
basa en utilizar plantas para estabili-
zar in situ los contaminantes del suelo.
Por este medio, se previene el filtrado
o escape de los contaminantes a capas
mas profundas o a napas de agua y se
los convierte en formas menos biodis-
ponibles (por ejemplo, por precipitacion
en la rizésfera). Para implementar este
enfoque pueden plantarse coberturas
vegetales en sitios contaminados, o ar-
boles que actian como barreras hidrauli-
cas, tanto para contaminantes organicos
como inorganicos.

Fitodegradacion/fitotransformacion:
mediante esta estrategia, las plantas de-
gradan los contaminantes organicos me-
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diante actividades enzimaticas propias,
generando asi subproductos no toxicos
0 menos toxicos. El procedimiento ha re-
sultado util para compuestos organicos
que se movilizan facilmente en los teji-
dos de la planta, como los herbicidas, el
trinitrotolueno, y el tricloroetileno.

Fitovolatilizacion/fitotransformacion:
en este caso, las plantas incorporan el
contaminante y lo convierten a formas
volatiles que se liberan luego a la atmos-
fera a través de la transpiracion. Este
procedimiento permite extraer elemen-
tos como el selenio y algunas formas
del mercurio de barros y suelos, para
luego liberarlos a la atmdsfera como va-
por detoxificado. Puede utilizarse para



compuestos organicos con formas vola-
tiles (tricloroetileno) y para compuestos
inorganicos que pueden existir en forma
volatil, como Se y Hg.

* Rizofiltracién: este procedimiento con-
siste en la eliminacion de téxicos de am-
bientes acuaticos mediante el sistema
radicular de la planta. En este proceso,
las plantas son crecidas en hidroponia
para luego ser transplantadas al cuerpo
de agua contaminado, donde adsorben
y acumulan metales en sus raices. Si el
proceso se realiza en contenedores, es
relativamente caro de implementar, sien-
do mas bien apropiado para volumenes
pequenos de aguas residuales contami-
nadas, por ejemplo, con compuestos in-
organicos peligrosos como radionucleo-
tidos.

Los procesos mencionados no son mutua-
mente excluyentes. Por ejemplo, en un terreno
anegado artificialmente, pueden ocurrir simul-
taneamente procesos de acumulacion, estabi-
lizacién y volatilizacion de los contaminantes.
Algunos ejemplos de disefos planteados de fi-
torremediacion que resultan de la combinacion
de las estrategias mencionadas se esquemati-
zan en la Figura 2.

Caracteristicas deseables en

una planta para fitorremediar

El disefio del sistema a utilizar para la des-
contaminacién variard segun el tipo de com-
puesto contaminante y su concentracion, y de
las condiciones especificas del sitio a reme-
diar. Uno de los factores mas importantes a de-
terminar es la seleccion de la especie vegetal.
En general, se utilizan especies de rapido cre-

a
oo
Q Y C ) . : %,I::)
= R AN -
Rizofiltracion Cienaga artificial
c d e
= D
= =
w» Y&ED
-c
' s L N J
cut? U
Control Hidraulico Cobertura Filtracion
vegetativa de aire

Figura 2. Esquemas de fitorremediacion para tratar diferentes sustratos contaminados. Tecnologias
de fitorremediacion utilizadas para remediar distintos sustratos contaminados: agua, suelo y/o aire. Los
circulos rojos representan al contaminante. Adaptado de Pilon-Smith, 2007
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cimiento, faciles de crecer y mantener, y que
desarrollen gran cantidad de biomasa. Pueden
utilizarse plantas, arboles, pastos o algas, pre-
firiendose en algunos disenos las especies au-
téctonas para no modificar la flora local. Las
especies mas utilizadas comprenden las frea-
téfitas (plantas de raices profundas como el
alamo, sauce, algodonero), las pasturas (debi-
do a que sus raices son particularmente aptas
para retener el suelo), las legumbres (porque
permiten la fijacion simbidtica de N,) y las acua-
ticas (que permiten la degradacion de contami-
nantes en ciénagas artificiales). Como es obvio,
la especie seleccionada debera descontaminar
eficientemente la sustancia toxica.

Cada estrategia de fitorremediacion requiere
la presencia de caracteristicas especiales en la
planta a utilizar. Por ejemplo, si se desea em-
plear la técnica de fitoextraccién para contami-
nantes inorganicos, éstos deben concentrarse
en la planta en altos niveles, translocarse efi-
cazmente y acumularse en los tejidos cosecha-
bles. En un esquema basado en fitodegrada-
cién, se requeriran sistemas radiculares densos
y abundantes y altos niveles de enzimas degra-

Tabla 2. Adaptada de Cherian, 2005

Metal

Hiperacumuladoras

dativas. En cambio, si se emplea una estrategia
de fitoestimulacion, es importante que la planta
tenga una gran superficie radicular y produzca
los exudados necesarios para promover el cre-
cimiento microbiano.

Existen especies de plantas conocidas como
“hiperacumuladoras” que tienen la capacidad
de acumular compuestos fitotdxicos (particular-
mente metales) en concentraciones entre 50 y
500 veces superiores a una planta promedio. El
alto poder de concentracién del compuesto toxi-
co, sumado a un sistema eficiente de transporte
desde la raiz al tallo, califica a las hiperacumula-
doras como candidatas promisorias para ciertos
procesos de detoxificacion (Tabla 2).

Procesos biologicos que afectan

la fitorremediacién

El proceso de fitorremediacion depende de
una serie de procesos bioldgicos: aquellos re-
lacionados con las interacciones a nivel rizos-
férico; los mecanismos de captacion, transloca-
cion y tolerancia presentes en la planta; la pre-
sencia de quelantes vegetales involucrados en
transporte y almacenamiento, y el movimiento

Plantas
comunes

Contaminantes y entorno

. zinc(Zn), Metales pesados, selenio y
Thiaspi caerulescens cadmio (Cd) Mostaza parda radionucledtidos en el suelo
, Solventes clorados y nitratos
Berkheya coddii niquel (Ni) alamo en aguas subterraneas,
metales pesados en el suelo
. ; . Solventes clorados en agua
Astragalus racemosus selenio (Se) Alamo carolino ) i 4
subterraneas; metales, nitratos
Pteris vittata arsénico Lenteia de aqua Desechos explosivos en
(As) J 9 aguas subterraneas
Inomoea alpina cobre (Cu) mora Hidrocarburos aromaticos
p P policiclicos (PAHs) en el suelo
Haumaniastrum robertii  cobalto (Co) girasol RadIOI’ll,JC|eotldOS en aguas
subterraneas
Iberis intermedia talio (TI) pastos Metales pesados e
hidrocarburos en el suelo
Gysophila boro (B) alfalfa, enebro Hldrocarburos’en suelos y
spaerocephala aguas subterraneas

Adaptada de Cherian, 2005
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de los contaminantes en los ecosistemas ha-
cia niveles troficos superiores. Algunos de los
parametros mas importantes relacionados con
estos procesos se comentan a continuacion:

Biodisponibilidad del contaminante: la
biodisponibilidad de un contaminante de-
pende fuertemente de sus propiedades
quimicas, en particular de su hidrofobici-
dad y volatilidad. Por ejemplo, las molé-
culas de extrema hidrofobicidad (bifeni-
los policlorados, hidrocarburos aromati-
cos policiclicos y otros hidrocarburos) se
unen fuertemente a la materia organica y
no se disuelven en el agua atrapada en
sus poros, presentando asi baja biodis-
ponibilidad. Las propiedades del suelo
también influyen sobre la biodisponibi-
lidad; los suelos arcillosos y con mayor
concentracion de materia organica retie-
nen mas agua que los suelos arenosos
y tienen mas sitios de union para iones
(especialmente cationes). La biodisponi-
bilidad de los contaminantes inorganicos
que estan presentes como cationes es
afectada por el pH del suelo (los pHs aci-
dos la incrementan porque los reempla-
zan por protones en los sitios de unién).
Las condiciones medioambientales son
otro parametro importante; por ejemplo,
la temperatura y la humedad pueden au-
mentar la migracion de contaminantes
disueltos en agua. Dada la importancia
de este factor sobre la fitorremediacion,
existen numerosas estrategias para au-
mentar la biodisponibilidad de los conta-
minantes, que incluyen el agregado de
quelantes y la acidificacion de los suelos
en el caso de los metales (fitoextraccion
asistida) y el agregado de surfactantes
para contaminantes hidrofébicos.

Procesos rizosféricos: en la rizosfera,
la zona comprendida hasta 1 mm de dis-
tancia de la raiz, existe una mayor con-
centracion de microorganismos como
consecuencia de la liberacion de foto-
sintatos. Muchos poseen capacidad re-
mediadora y la liberacién de metabolitos
secundarios por parte de la planta puede
activar en ellos la expresion de genes re-

lacionados con la degradacion de conta-
minantes. En la rizésfera ocurren proce-
s0s que pueden contribuir a incrementar
la biodisponibilidad del contaminante. Al-
gunos ejemplos de estos procesos son:
a) la liberacion de biosurfactantes bac-
terianos que aumentan la solubilidad de
compuestos hidrofébicos; b) la liberacion
de exudados vegetales que promueven
la sintesis de biosurfactantes bacteria-
nos; c) la liberacién de enzimas vegeta-
les y bacterianas capaces de modificar
algunos compuestos organicos aumen-
tando su biodisponibilidad; d) la libera-
cion de quelantes por parte de plantas y
bacterias (sideroforos, acidos organicos
y fendlicos) que permiten incrementar la
disponibilidad de metales; €) la extrusion
de protones por las plantas para acidifi-
car el suelo; f) la liberacién de enzimas
vegetales que convierten los metales en
formas menos tdxicas o mas biodisponi-
bles (por ejemplo, CrVI a Crlll).
Captacion por la planta: el proceso de
captacién depende de la naturaleza del
contaminante. Por lo general, las plantas
no poseen transportadores especificos
para los contaminantes organicos, los
cuales son en su mayoria productos de
la actividad humana. De acuerdo con su
grado hidrofobicidad, estos compuestos
difunden através de los tejidos vegetales.
En cambio, los contaminantes inorga-
nicos son incorporados mediante trans-
portadores de membrana preexistentes
debido a que son naturalmente utilizados
como nutrientes o guardan relacién con
compuestos normalmente captados por
las plantas. Por ejemplo, el arsenato es
incorporado por transportadores de fos-
fato y el selenato por transportadores de
sulfato. A pesar de que son poco reac-
tivos, su acumulacion causa toxicidad
debido a que dafian la estructura celular
mediante estrés oxidativo y reemplazan
nutrientes esenciales.

Quelacién y compartimentalizacion:
estos procesos que incluyen distintos ti-
pos de conjugaciones y modificaciones,
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o bien el secuestro en localizaciones
subcelulares donde no interfieren con
el metabolismo celular, le permiten a las
plantas tolerar distintos contaminantes.
Algunos de estos procesos se resumen
en la Figura 3.

Degradacioén: este proceso puede apli-
carse solo a contaminantes de tipo or-
ganico, que pueden ser completamente
catabolizados (proceso que se denomi-

como conjugados. La degradacion pue-
de ocurrir tanto en raices como en la par-
te aérea de la planta mediante enzimas
que modifican los grupos laterales de los
compuestos organicos permitiendo asi
su solubilizacién. Algunas enzimas invo-
lucradas en este proceso son las deha-
logenasas, mono/di-oxigenasas, peroxi-
dasas, lacasas, nitrilasas, fosfatasas y
nitroreductasas.

na "mineralizacién" y que tiene como
productos CO,, H,O y/o Cl,), o bien par-
cialmente degradados a intermediarios
estables que se almacenan en la planta

Disefo de un esquema de
fitorremediacién
El disefio del sistema a utilizar para la des-

Pared Celular

Citoplasma

\

Contaminante
inorganico

—-+.+®

ol 2t o ¥
- o ¥

Adsorcion

Degradacion
enzimatica

o8~
Modificacion Conjugacion w

enzimatica

Contaminante

organico .

Figura 3. Mecanismos de tolerancia de las células vegetales a contaminantes organicos e inorgani-
cos. La detoxificacion generalmente involucra procesos de conjugacion seguidos por el secuestro activo
del complejo en la vacuola y/o el apoplasto, lugares donde el contaminante genera menos dafio. Los
compuestos quelantes mostrados en el esquema son: GSH: glutation, Glu: glucosa, MT: metalotioneinas,
NA: nicotinamina, OA: acidos organicos, PC: fitoquelatinas. Los transportadores activos se muestran como
cajas con flechas. Adaptado de Pilon-Smith, 2007
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contaminacién variara segun la naturaleza de
los compuestos contaminantes, la concentra-
cion de los mismos y las condiciones del sitio
a remediar. La estrategia de fitorremediacion a
utilizar es muy importante, ya que el disefo del
sistema dependera de ello. Algunos factores
clave a tener en cuenta son:

* Naturaleza de los contaminantes y
seleccion de la especie vegetal: para
asegurar la correcta eleccion del sistema
de fitorremediacion, es necesario esta-
blecer fehacientemente el tipo de conta-
minacion. Con el fin de utilizar el sistema
mas apropiado, pueden realizarse en-
sayos a pequefia escala para comparar
la efectividad de distintas especies de
plantas. Es necesario analizar también la
cantidad y las caracteristicas de los com-
puestos que la planta produce y/o libera.

e Esquema y densidad de las planta-
ciones: la densidad de plantacién de-
pendera de la planta utilizada y del tipo
de aplicacion. Es importante calcular la
cantidad de biomasa producida por uni-
dad de superficie a lo largo del tiempo vy,
si es necesario realizar plantaciones su-
cesivas que permitan alcanzar tasas de
descontaminacién adecuadas.

* Tasa de captacién del contaminante y
tiempo de limpieza requerido: el tiem-
po total requerido para un determinado
esquema de fitorremediacion dependera
de las variables apuntadas anteriormen-
te. La tasa de descontaminacion puede
determinarse aplicando distintas ecua-
ciones desarrolladas especialmente con
este fin.

e Irrigacién, insumos agronémicos y
mantenimiento: |la frecuencia y cantidad
de las lluvias y las caracteristicas del cli-
ma regional son factores que podrian de-
terminar la necesidad de agua para rie-
go, lo que presupone la existencia costos
adicionales para los procesos de fitorre-
mediacion terrestre. Es importante ana-
lizar los procesos de movimiento y des-
tinacion final del agua. Por ejemplo, un
arbol maduro es capaz de liberar mas de
760 litros de agua por afno. En algunos
casos, las plantas liberaran al ambiente

productos menos téxicos que el conta-
minante original mediante el proceso de
transpiracion. Otros costos importantes
a considerar en el esquema son los de
implantacién, fertilizacion, mantenimien-
to y control, y tareas de cosecha y reco-
leccion. Finalmente, no debe excluirse la
ocurrencia de eventos recurrentes en la
agricultura, tales como plagas, sequias,
heladas o la depredacion por animales,
los que pueden introducir situaciones no
previstas en el esquema planteado. Por
esta razén, es recomendable disponer
de estrategias de contingencia para ase-
gurar el éxito del programa.

Estrategias para incrementar la eficiencia

de la fitorremediacion

Se han planteado diferentes estrategias para
mejorar la eficiencia de los sistemas de fitorre-
mediacion haciendo uso de plantas transgéni-
cas. Algunas de estas estrategias son: a) au-
mento de la incorporacion de contaminantes
mediante la sobreexpresion y/o alteracion de
la especificidad de distintos transportadores de
membrana, o la expresién y secrecion de pro-
teinas o compuestos quelantes; b) aumento de
la eficiencia de degradacion de contaminantes
organicos mediante sobreexpresion de enzi-
mas especificas; c) aumento de la acumula-
cion de metales pesados, mediante expresion
de enzimas capaces de favorecer su conjuga-
cion a moléculas tales como el glutation y/o las
fitoquelatinas.

En muchos casos, los genes utilizados para
hacer mas eficiente la fitorremediacion pro-
vienen de animales o de microorganismos, ya
que éstos poseen el complemento enzimatico
necesario para degradar y/o mineralizar las
moléculas organicas, complementando asi las
capacidades metabdlicas de las plantas. En la
medida en que se diluciden las bases molecu-
lares y fisioldgicas de los procesos de capta-
cion, transporte y acumulacion de los contami-
nantes en las plantas fitorremediadoras, sera
posible encarar nuevas estrategias de modi-
ficacion genética en otras especies vegeta-
les. Otras lineas de investigacion promisorias
apuntan a incrementar la eficiencia del proceso
de fitorremediacion mejorando las interaccio-
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nes entre las plantas y sus microorganismos
enddfitos, ya sean naturales o genéticamente
modificados.

Ejemplos de fitorremediacion

La fitorremediacion para la descontami-
nacion de aguas, suelos y aire ha resultado
exitosa en un numero considerable de casos.
Los ejemplos de estas aplicaciones van desde
pruebas al nivel de laboratorio o escala piloto,
hasta procedimientos a gran escala en zonas
afectadas por determinados contaminantes. A
continuacion se resumen algunos de los casos
exitosos.

Fitorremediacion de mercurio: el mercu-
rio, presente naturalmente en la corteza terres-
tre, es un metal capaz de causar graves dafios
cerebrales, cardiacos, hepaticos y pulmonares
tanto en animales como en humanos. Se han
utilizado distintas técnicas para minimizar el
impacto ambiental del mercurio, y uno de las
mas promisorias es el uso de plantas para ex-
traer este elemento de aguas contaminadas.
Por ejemplo se ha demostrado que el pequefio
helecho Azolla caroliniana es capaz de remo-
ver hasta el 93% del mercurio presente en una
muestra de agua contaminada en solo 12 dias.
Por otro lado, se observo que plantas acuaticas
como la milhojas acuatica (Myriophyllum aqua-
ticum), o la menta de agua (Mentha aquatica)
remueven el 99,8% del mercurio en un periodo
de 21 dias. Investigaciones similares, realiza-
das con el jacinto de agua (Eichornia crassi-
pes), la lechuga de agua (Pistia stratiotes), el
junco de agua (Scirpus tabernaemontani) y el
taro (Colocasia esculenta) refuerzan el posible
uso de plantas para la remocién de mercurio
de aguas contaminadas.

Una estrategia alternativa es el uso de plan-
tas genéticamente modificadas. Se han rea-
lizado pruebas de concepto en Arabidopsis
thaliana, tabaco, canola y alamo introduciendo
los genes merB y merA de Desulfovibrio des-
ulfuricans, que codifican una organomercurico
liasa y una mercurico reductasa. La primera
es capaz de transformar las formas toxicas
del mercurio (metilmercuriales), en compues-
tos mas inocuos (mercurio iénico y metano);
mientras que la segunda permite transformar el
mercurio idnico en mercurio elemental. La ex-

presién combinada de los genes merB y merA
en una misma planta ha permitido la obtencién
de lineas que resisten concentraciones de feni-
Imercurioacetato 100 veces mayores a las que
resisten las plantas no transgénicas (Figura 4).

5 uM PMA

Figura 4. Plantas de Arabidopsis que expresan tanto
merA como merB son altamente resistentes a mer-
curio organico. La expresion de ambos transgenes
permite que el metilmercurio o el PMA se convier-
ta a formas menos toxicas, como Hg(0). Las plan-
tas MerA/MerB (panel inferior izquierdo) crecen en
presencia de altas concentraciones de PMA (5 uM)
pero las transgénicas simples MerA (panel inferior
derecho), MerB y las plantas no transgénicas,
mueren. Tomada de Meagher y Heaton; 2005.

Fitorremediacion de fenol: los contaminan-
tes fendlicos son considerados altamente peli-
grosos debido a su carcinogenicidad, su alta
toxicidad, y su resistencia a la degradacion. En
general, esta clase de contaminantes se gene-
ra a partir de diversas actividades industriales
dentro de las que se encuentran las refinerias
de petroleo, la produccién de plasticos, y el
tratamiento de maderas. Los métodos conven-
cionales para eliminarlos son costosos y poco
eficientes, incluso pueden generar subproduc-
tos que resultan aun mas perjudiciales que los
compuestos originales. Un método interesan-
te para su descontaminacion es el tratamiento
enzimatico, que consiste en la remocion bio-
I6gica de fenoles mediante el uso de peroxi-
dasas y oxidasas. Sin embargo, se necesitan
grandes cantidades de enzimas para lograr
una eficiencia de descontaminacion adecuada,
lo que dificulta su aplicacion a escala industrial.
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Una estrategia para superar esta limitacion es
el uso de plantas enteras como “transformado-
ras” de fenoles.

Una posible herramienta para procesos de
fitorremediacion es el cultivo de raices transfor-
madas con Agrobacterium rhizogenes ("raices
en cabellera"). Las raices de tomate tratadas
con esta bacteria contienen altos niveles de
peroxidadas, y en consecuencia son capaces
de remover fenoles. En un trabajo realizado en
el afio 2005, en la Universidad de Rio Cuarto
(Cérdoba, Argentina), se obtuvieron raices en
cabellera transgénicas de tomate (Lycopersi-
cum esculentum Mill. cv. Pera) que sobreex-
presan el gen tpx1 (Figura 5). Este gen codifica
una peroxidasa basica que se localiza en la
pared celular de las raices de tomate. Se anali-
z06 la capacidad de dichas raices para remover
fenol utilizando como controles raices en ca-
bellera de plantas no transgénicas. Las raices
transgénicas fueron capaces de remover hasta
un 85% del fenol adicionado, mientras que los
controles no transgénicos so6lo removieron un
15%. Estos resultados sugieren que las rai-
ces en cabellera podrian resultar herramientas
muy utiles para la limpieza de efluentes conta-
minados.

Figura 5. (A) Planta transgénica de tomate in-vitro.
(B) Raices en cabellera transgénicas luego de 1
semana en medio liquido. (C) Raices en cabellera
transgénicas después de 4 semanas en medio liqui-
do. Tomado de Weaver Oller y col., 2005

Fitorremediacion de arsénico: el arsénico
(As) es un compuesto altamente toxico, sus
formas predominantes son el arsenato (As V)

y arsenito (As Ill). El primero interfiere con pro-
cesos celulares como la fosforilacién oxidativa
y la sintesis de ATP, mientras que el segundo
se une a grupos sulfhidrilo en detrimento de la
funcién proteica en general. La mayor fuente
de contaminacion del agua bebible y de la ca-
dena alimentaria son los cursos de agua, sue-
los y sedimentos contaminados con As. Esto
ha causado envenenamientos masivos que,
entre otros sintomas, generan lesiones y can-
ceres en la piel.

Enla naturaleza, las actividades geoquimicas
y microbianas contribuyen también a la movili-
zacion del As hacia el ambiente. Sin embargo,
es la actividad humana la que mas contribuye a
este proceso, exacerbando asi el problema. En
India y Bangladesh, la contaminacion de aguas
con As pone en riesgo la alimentacion basada
en cultivos tales como el arroz y el maiz. Es-
tas especies son capaces de acumular As en
sus granos, lo que genera riesgos potenciales
para los consumidores humanos. Los métodos
fisicos y quimicos aplicados hasta hoy para
disminuir las contaminaciones de As no han re-
sultado exitosos. En este contexto, las algas y
plantas acuaticas hiperacumuladoras de As se
presentan como una opcioén prometedora.

En el afo 2002 un grupo de investigado-
res disefid un sistema de fitorremediacion de
As basado en plantas de Arabidopsis thaliana
transgénicas, capaces de convertir el arsenato
en arsenito, el cual era luego secuestrado en
las hojas en complejos de péptidos que contie-
nen tioles. En primer lugar generaron plantas
transgénicas que expresaban el gen bacteriano
de la arsenato reductasa (arsC), bajo la direc-
cion de un promotor de hoja inducible por luz.
En consecuencia, la enzima transgénica soélo
se expresa en las hojas y estas plantas son hi-
persensibles al arsenato. Por otra parte, se ob-
tuvieron plantas transgénicas que expresaban
el gen bacteriano y-glutamilcisteina sintetasa
(y-ECS) bajo un promotor constitutivo. Estas
plantas mostraron una moderada tolerancia al
As en comparacion con plantas no transgéni-
cas. Finalmente, en aquellas plantas que ex-
presan simultineamente ambos transgenes
(arsCA-ECS), se observo un efecto potenciado
de tolerancia al As. En medios con concentra-
ciones elevadas de As, las plantas arsC/y-ECS
crecen y son capaces de generar entre 4 y 17
veces mas biomasa que las plantas no trans-
geénicas o las transgénicas que expresan solo
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una de las enzimas. Ademas, se observé que
acumulaban entre 2 y 3 veces mas arsénico
por gramo de tejido que las plantas control.

Aplicaciones comerciales

Tratamiento de contaminaciones

con metales pesados

La empresa norteamericana Edenspace
Systems Corporation comercializa plantas con
aplicaciones energéticas y ambientales. La
compania provee tecnologias fitoambientales
basadas en plantas hiperacumuladoras de me-
tales y brinda servicios para descontaminar ar-
sénico, plomo, uranio y compuestos organicos
de suelos y aguas. Ademas, provee prestacio-
nes complementarias a la fitorremediacion que
incluyen analisis de factibilidad, biodisponibili-
dad, consultorias, etc. Edenfern™ (Figura 6) es
un sistema que se desarroll6 en la Universidad
de Florida y se licencié a Edenspace. Se basa
en el uso de un helecho (Pteris vittata) capaz
de absorber arsénico del suelo, lodo, o agua,
con una eficiencia 200 veces mayor que cual-
quier otra planta. Luego de un cierto periodo,
los helechos son removidos y descartados de
manera segura, dejando el terreno libre de ar-
sénico. Si se asume una concentracion de ar-
sénico en el suelo de 50 mg/kg, este procedi-
miento permite reducir los niveles de As hasta
10 mg/kg en 2 - 4 meses. Este sistema puede
extraer arsénico del suelo en concentraciones
que van desde menos de 1 mg/kg hasta 2.500
mg/kg. En 2007 este sistema fue aplicado con
resultados promisorios en una pequeha propie-
dad residencial en Virginia (EEUU) cuyo sue-
lo contenia altas concentraciones de arsénico

debido al uso de pesticidas. La misma técnica
de remocion de As se ha utilizado para descon-
taminar agua utilizando un sistema de fitofiltra-
cion. Pteris vittata puede reducir la concentra-
cion de As presente en el agua desde concen-
traciones de 200 mg/L a menos de 50 mg/L en
so6lo 2 dias, permitiendo la remocién completa
al cabo de 3 dias.

Tratamiento de aguas residuales

urbanas

Los sauces pueden ser utilizados con fi-
nes de fitorremediacion para el tratamiento de
aguas residuales urbanas que contienen altas
concentraciones de nitrogeno y fésforo. Estas
sustancias forman una solucién nutritiva que
puede ser utilizada para el riego de dichos ar-
boles, y asi son “biotransformadas” en bioma-
sa util. En Enko6ping, una ciudad de Suecia con
unos 20.000 habitantes, se utiliza un sistema
de fitorremediacion para tratar el agua residual
rica en nitrogeno procedente del fango de al-
cantarillado (previamente tratada en una planta
depuradora). El efluente se distribuye por una
plantacion de sauces de 75 hectareas durante
el periodo de crecimiento (Figura 7). Las aguas
contaminadas contienen unos 800 mg/L de ni-
trogeno. El sistema trata unas 11 toneladas de
nitrogeno y 0,2 toneladas de fésforo al afo en
un volumen de 200.000 m® de aguas residua-
les. Los posibles riesgos medioambientales,
como emisiones de oOxido nitroso (N,O) a la
atmosfera, son analizados continuamente; los
resultados obtenidos hasta el presente indican
que los mismos son minimos.

Figura 6. Edenfern™
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Figura 7. Sistema de fitorremediacion que utiliza una plantacion de 75 hectéareas de sauces en Enkdping,
Suecia. Planta de tratamiento de aguas residuales (primer plano), piletas para almacenar las aguas en
invierno (al fondo) y campos de sauces regados con efluentes de fangos. P. Aronsson
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V. CAPITULO 16

Plantas como biorreactores

Fernando Bravo Almonacid; Sonia Wirth;
Maria Eugenia Segretin; Mauro Morgenfeld;
Ezequiel Matias Lentz

Introduccién

En los ultimos afios, la demanda y el uso de
péptidos y proteinas terapéuticos en la medi-
cina humana y veterinaria han experimentado
un marcado incremento. El mercado mundial
de biofarmacos para uso humano alcanza ac-
tualmente los 30.000 millones de ddlares, y se
estima que se duplicara para el afio 2010. Mas
de 200 productos se encuentran en evaluacion
clinica, liderados por los anticuerpos monoclo-
nales de los cuales unos 70 se estarian comer-
cializando en los préximos afios. Solo cuatro
moléculas comprenden el 75% de la produc-
cion actual y, si las predicciones son correctas,
la demanda podria superar la capacidad de
manufactura, a menos que se desarrollen nue-
vos sistemas de produccion.

Actualmente, la produccion de biofarmacos
se realiza utilizando basicamente dos siste-
mas: microorganismos Yy cultivo de células de
mamifero.

Respecto al primer sistema, existe la dificul-
tad asociada a la incapacidad que tienen las
bacterias y hongos de producir en las proteinas
animales ciertas modificaciones que en la ma-
yoria de los casos son indispensables para su
funcionalidad, como por ejemplo, el agregado
de determinados azucares (glicosilacion). Ade-
mas, el plegado incorrecto de la proteina y la
formacion de agregados insolubles (cuerpos
de inclusidn) limitan la obtencién de productos
biolégicamente activos o cuyo costo de purifi-
cacion sea economicamente sostenible.

Los cultivos de células de mamifero, en cam-
bio, tienen la ventaja de que permiten la sinte-
sis de proteinas animales muy similares a la
original. Sin embargo, la obtencién y manteni-
miento de las lineas celulares es un proceso
largo y costoso que implica grandes inversio-
nes adicionales cuando se pretende incremen-
tar la escala de produccion.

Estos sistemas requieren de personal técni-
co especializado y conllevan grandes riesgos
economicos en caso de que ocurran contami-
naciones en la linea de produccion, aunque el
contaminante no sea patogénico para la salud
humana.

En este entorno la agricultura molecular o
molecular pharming, es decir, la utilizacion de
animales o plantas como biorreactores para la
produccion de proteinas recombinantes, cons-
tituye una alternativa a los sistemas de produc-
cion basados en microorganismos y cultivos de
células.

La produccion de proteinas terapéuticas en
animales transgénicos permite obtener pro-
ductos muy similares a los sintetizados en el
organismo animal original, pero requiere de un
tiempo de desarrollo muy largo y costoso. El
aumento en la escala de produccion es lento
y se limita a los ciclos naturales de crecimien-
to de la especie utilizada. Ademas, existe el
riesgo de contaminacion con virus animales y
priones.

Todas las dificultades mencionadas han in-
tensificado los esfuerzos para desarrollar nue-
vos sistemas de produccion de moléculas re-
combinantes seguras y a bajo costo.

Es por ello que las ventajas asociadas a la
produccion de proteinas recombinantes en bio-
rreactores vegetales han transformado a éstos
en una opcion altamente competitiva.

Ventajas delas plantas comobiorreactores

La principal ventaja de las plantas como sis-
temas de produccion es la disponibilidad prac-
ticamente ilimitada de biomasa que puede ob-
tenerse utilizando la infraestructura ya existen-
te para la siembra, cosecha, almacenamiento y
procesamiento de los cultivos. El capital de in-
version inicial y el costo para el aumento en la
escala de produccién son relativamente bajos.
Mas aun, el volumen de produccion es extre-
madamente flexible y puede adaptarse rapida-
mente a las demandas del mercado incremen-
tando o disminuyendo la superficie sembrada.
Por otra parte, una vez establecido el cultivo,
no se requiere de personal especializado, no
hay riesgos de contaminacion con patégenos
animales, endotoxinas bacterianas o secuen-
cias de ADN oncogénicas y puede aprovechar-
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se el conocimiento previo de los sistemas de
molienda y extraccién en las primeras etapas
del proceso de purificacion. Una ventaja adi-
cional es que las plantas permiten el almace-
namiento estable de la proteina recombinante
en semillas y tubérculos, facilitando su con-
servacion, transporte y distribucién. Mas aun,
los mecanismos de sintesis y modificaciones
posteriores son los propios de las células de
mamiferos, permitiendo la produccion y en-
samblado de proteinas multiméricas, como los
anticuerpos. Es importante recalcar que exis-
ten diferencias entre plantas y animales en la
glicosilaciéon de proteinas, estas diferencias
pueden afectar la estabilidad, la actividad bio-
l6gica y la antigenicidad; en resumen podrian
afectar la autenticidad del producto final.

Cuando se comparan los costos de produc-
cién de proteinas recombinantes en distintos
sistemas se demuestra que, a menos que los
niveles de proteina recombinante alcanzados
sean excesivamente bajos, los costos de pro-
duccioén en plantas son generalmente inferio-
res a los de otros sistemas.

Mas del 85% del costo de produccion de una
proteina recombinante depende del proceso
de purificacién. Al respecto, las plantas poseen
ventajas propias que permiten reducir estos
valores, a través de la expresion directa en te-
jidos comestibles o la acumulacion en tubércu-
los o semillas. Las perspectivas de aumentar
aun mas los niveles de expresion (que se fa-
brique una mayor cantidad de la proteina de
interés en los tejidos vegetales) y el desarrollo
de técnicas mas econdmicas de purificacion,
permitiran producir proteinas recombinantes a
costos entre 10 y 100 veces inferiores a los de
los fermentadores bacterianos.

Resumiendo lo expuesto, para que la pro-
duccién de proteinas recombinantes en plan-
tas sea econdmicamente rentable es necesa-
rio cumplir con tres requisitos primordiales: a)
alcanzar altos niveles de expresioén, b) reducir
los costos de purificacién, y c) lograr un pro-
ducto de caracteristicas idénticas o similares al
sintetizado en el sistema nativo (autenticidad).

Estrategias para la optimizacion de la
produccion
La optimizacion de los niveles de produccion

de la proteina recombinante puede lograrse si-
guiendo diversas estrategias. La eleccion de la
misma o combinaciéon de ellas dependera de
las caracteristicas de la proteina a sintetizar,
de la especie vegetal utilizada y de las necesi-
dades de produccion. Generalmente, es dificil
predecir cual de estos aspectos tendra mayor
impacto para producir con éxito una proteina
particular. Ello requiere, por lo tanto, ensayar
multiples variables para lograr niveles 6ptimos
de produccion. Los elementos a tener en cuen-
ta son la eleccion del sistema de expresion y
del germoplasma a transformar, y el uso de
herramientas moleculares (secuencias regula-
doras de la expresion) para el disefio de las
construcciones genéticas que contengan las
secuencias de las proteinas a expresar.

Eleccion del sistema de expresion

En cuanto a la eleccién del sistema de ex-
presion, las opciones comprenden dos grandes
grupos: sistemas integrativos y no integrativos.
El primer grupo se refiere a aquellos sistemas
que permiten la integracion estable de la cons-
truccion genética en el genoma vegetal, tanto
en el nucleo como en las organelas. El resulta-
do es una transformacioén estable y heredable,
requiere etapas de cultivo de tejidos y métodos
de transformacion eficientes, que por lo gene-
ral insumen un tiempo considerable.

La transformacion nuclear presenta la venta-
ja de contar con protocolos de transformacion
establecidos para muchas especies vegetales,
la desventaja es que debido a efectos de posi-
cion y/o silenciamiento génico, muchas veces
los niveles de expresion alcanzados no son lo
suficientemente altos como para hacer viable
la produccion.

La transformacion de cloroplastos (organe-
la caracteristica de las células vegetales que
contiene su propio genoma) ha resultado ser
una alternativa muy interesante para la ex-
presién de proteinas por numerosas ventajas,
entre ellas, el gran nimero de cloroplastos por
célula y el gran numero de copias de su ma-
terial genético dentro de cada cloroplasto, lo
que permitiria alcanzar altos niveles de expre-
sion. La insercion al genoma ocurre mediante
recombinacion homologa, permitiendo dirigir al
transgén a un espacio intergénico y, hasta el
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momento, no se han reportado en cloroplas-
tos efecto de posicion o silenciamiento génico.
Mas aun, al no transmitirse los cloroplastos al
polen en la mayoria de las plantas, se dificul-
ta el flujo horizontal a especies relacionadas.
La desventaja que posee este sistema es las
proteinas sintetizadas en estas organelas no
pueden ser glicosiladas.

Los sistemas no integrativos, en cambio, no
requieren de la integracién del transgén, son
mas rapidos, pero no son heredables a la pro-
genie. En este ultimo grupo se encuentran la
transformacion transitoria con vectores virales
y la agroinfiltracion. Si bien no se presentan en
estos sistemas los problemas de baja expre-
sién asociados a la posicion de integracion, si
existen limitaciones de expresién debido a si-
lenciamiento post-trancripcional.

Recientemente, mediante el uso de vectores
virales de nueva generacion, se han logrado
niveles de expresion muy altos, en un sistema
denominado “magninfection”.

Eleccién de la especie vegetal

En cuanto a la especie vegetal, existen dis-
tintas plantas que han sido utilizadas como
plataforma en los biorreactores, entre las que
se incluyen tabaco, papa, tomate, maiz etc. En
principio no existe una regla que permita ele-
gir la planta ideal para un determinado objeti-
vo. Sin embargo, existen factores a tener en
cuenta al momento de decidir cual sera el sis-
tema elegido. Entre ellos podemos citar: dis-
ponibilidad de protocolos de transformacién y
sistemas de expresion transitorios, facilidad de
cultivo a gran escala, rendimiento de bioma-
sa, estabilidad de la proteina en los distintos
tejidos de la planta, posibilidad de expresar la
proteina en tejidos comestibles, facilidad de
purificacién, facilidad de contencién del cultivo
y otros aspectos relacionados con la seguridad
alimentaria y medioambiental, entre otros. Asi
por ejemplo, la planta de tabaco presenta las
siguientes ventajas: cuenta con diversos siste-
mas de transformacién, permite alcanzar altos
rendimientos (biomasa), existe infraestructura
para el procesamiento a gran escala y permite
flexibilidad en el cambio de escala de produc-
cion. Entre las desventajas podemos citar: el
tejido (hojas) debe ser enfriado o deshidrata-

do, inmediatamente después de la cosecha,
para ser transportado para su procesamiento
evitando la degradacion de las proteinas re-
combinantes. Al ser el tabaco una planta no
comestible, presenta la ventaja de no ingresar
a la cadena alimentaria (bioseguridad), pero
es necesario purificar la proteina para elimi-
nar compuestos toxicos presentes en la planta
de tabaco tales como alcaloides; no obstante,
existen variedades de tabaco con bajo conteni-
do de alcaloides.

El uso de cereales como el maiz, permite
acumular la proteina recombinante en las se-
millas, lo que facilita su almacenaje y da fle-
xibilidad al proceso de produccién, ya que se
puede almacenar el grano hasta el momento
gue sea necesario comenzar con el proceso de
purificacién. La desventaja es que al ser una
planta comestible podria ingresar involuntaria-
mente a la cadena alimentaria.

Los sistemas de expresion basados en fru-
tas y hortalizas, permiten utilizar directamente
el tejido vegetal sin la necesidad de purificar
la proteina y realizando solamente una estan-
darizacién de los niveles de acumulacién de
la proteina recombinante en el tejido vegetal.
Esto es de gran utilidad en la produccion de va-
cunas orales, anticuerpos que seran utilizados
en aplicaciones topicas y cuando el tejido sera
utilizado como suplemento dietario. La desven-
taja de estos cultivos es similar a la menciona-
da para el maiz.

Otra plataforma de produccién es la que utili-
za a las lentejas de agua (Lemna minor). Estas
son plantas acuaticas que se reproducen a un
ritmo muy acelerado y se pueden cultivar en
condiciones controladas usando medios cuya
composicion es sencilla y econdmica. Las pro-
teinas recombinantes pueden ser secretadas
al medio de cultivo o bien purificadas a partir
de la biomasa vegetal.

Una alternativa al uso de plantas enteras
como plataformas de expresion es la de utilizar
cultivos de células vegetales. Estos sistemas
permiten una produccion en condiciones de
esterilidad y es un sistema contenido. Las pro-
teinas expresadas en suspensiones de células
vegetales en cultivo pueden ser secretadas al
medio de cultivo o retenidas en el interior de la
célula.
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La tabla 1 muestra algunos de los sistemas
utilizados y sus principales caracteristicas.

Optimizacion de los niveles de expresion

Existen muchas herramientas moleculares
que permiten optimizar el sistema de expre-
sion, e incluyen:

* la eleccion de elementos genéticos re-
guladores para expresar la proteina en
tejidos vegetales especificos.

* |a adaptacion del uso de codones.

* la fusion a otras proteinas.

* la localizacion de la proteina en distin-
tos compartimentos intracelulares para
aumentar su estabilidad y/o facilitar su
purificacion.

* la co-expresion de supresores del silen-
ciamiento virales para evitar el silencia-
miento génico post-transcripcional.

Existen distintos tipos de promotores que

han sido utilizados, entre ellos promotores
constitutivos, promotores inducibles y promo-

tores especificos de un determinado érgano
o tejido. La eleccién de los distintos tipos de
promotores permitira entonces expresar la pro-
teina recombinante en todos los tejidos de la
planta constitutivamente o s6lo cuando uno lo
determina, mediante la aplicacion de un es-
timulo fisico o quimico externo, permitiendo
producir proteinas que podrian ser deletéreas
para la planta. Otra opcion seria expresarlas
en aquel ambiente donde la proteina sea mas
estable, mediante el uso de promotores tejido
especificos.

Destino final de la proteina recombinante

Otros factores a tener en cuenta a la hora
de decidir una estrategia para la produccion de
proteinas en plantas, ademas de la eleccién
de la especie vegetal, es a qué compartimento
de la célula vegetal (citoplasma, reticulo en-
doplasmico, vacuola, cloroplasto) se dirige su
acumulacion. Si la proteina es inestable en el
citosol, es posible agregar un péptido sefial en

Tabla 1. Caracteristicas de distintas plantas utilizadas en sistemas de expresién. La especie a
utilizar debe seleccionarse de acuerdo con las necesidades de produccion de la proteina a sin-
tetizar y en cada caso habra que considerar cuestiones de bioseguridad para garantizar el éxito

del proyecto.

Tomate

Consumo crudo de los frutos.

Disponibilidad de promotores especificos para la

expresion en frutos.

Cultivo en invernaderos a escala industrial bien
establecido.

Contenido proteico en frutos relativamente bajo.

Cereales

Tecnologia de produccidén ampliamente establecida.
Almacenamiento estable de la proteina recombinante en
las semillas.

Procesamiento industrial de las semillas bien establecido.

Alfalfa

Alto contenido proteico en hojas.
Produccion de biomasa abundante.

Lemna (lenteja

Alta eficiencia de proliferacién clonal.

de agua) Alta tasa de duplicacion de la biomasa.
Rizosecresion muy eficiente.

Physcomitrella Genoma completamente secuenciado.

(musgo) Transformacién por recombinacion homologa.
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su extremo N-terminal para que sea transpor-
tada al reticulo endoplasmatico; de no contar
con otra senal la proteina seguira su camino
y luego de pasar por el Golgi sera enviada al
espacio intercelular o espacio apoplastico. Si
posee la senal de retencion (H/KDEL), la pro-
teina sera entonces retenida en reticulo y se
evita asi que se produzcan las glicosilaciones
mas complejas que ocurren en el Golgi. Alter-
nativamente, se puede agregar ademas del
péptido de envio a reticulo, sehales para que
el destino final sean las vacuolas. Finalmente,
se pueden expresar las proteinas en el cloro-
plasto (plantas transplastomicas) o dirigirlas
desde el citosol a los cloroplastos utilizando
sefales amino-terminales adecuadas como,
por ejemplo, la de la subunidad pequefia de la
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa
(Rubisco). Existen publicaciones que muestran
variaciones muy significativas en los niveles de
expresion de una determinada proteina en di-
ferentes compartimentos. De ellas se deduce
la necesidad de enviar la proteina recombinan-
te a aquel espacio intracelular donde alcance
un correcto plegamiento y, en consecuencia,
mejores niveles de expresion al evitar los me-
canismos de protedlisis destinados a recuperar
aminoacidos de proteinas mal plegadas.

Por ejemplo, la expresiéon de hEGF (factor de
crecimiento epidérmico humano) en tabacos
transgénicos es 10.000 veces mayor en apo-
plasto que en citoplasma. El aumento consi-
derable de los niveles de expresion, al dirigir
la expresion de hEGF al espacio intercelular
(apoplasto), probablemente se deba a que al
transitar a través del sistema de secrecion pa-
sando por reticulo, pueden formarse correcta-
mente los puentes disulfuro presentes en esta
proteina que son necesarios para alcanzar su
conformacion mas estable. Finalmente, la pro-
teina es secretada al medio que rodea a las
raices (rizosecrecion), hecho que permitiria pu-
rificar hEGF recombinante del medio de cultivo
en el cual se encuentran inmersas las raices
de plantas transgénicas creciendo en un siste-
ma hidroponico (figura 1).

Por ultimo, otro factor a tener en cuenta a la
hora de plantear una estrategia de expresion
de proteinas heterélogas en plantas, es el te-
jido u 6rgano de la planta en cual ha de acu-
mularse dicha proteina (hojas, tubérculos,

Rizosecrecion de hEGF

Transgénica hEGF version citoplasmatica

Figura 1. Rizosecrecion en plantas transgénicas.
Plantas transgénicas de tabaco que expresan
hEGF, creciendo en medio MS sobre un disco de
nitrocelulosa (izquierda), ensayo de root blot rea-
lizado sobre estas membranas y revelado con un
anticuerpo anti-hEGF (derecha).

semillas, raices, suspensiones celulares). La
eleccion influira en el mejoramiento de los ni-
veles de expresion, ya sea permitiendo obtener
una mayor estabilidad y/o mejores condiciones
para su almacenamiento y asi evitar su degra-
dacion.

De todo lo expuesto se desprende que las
plantas pueden constituir un sistema con nu-
merosas ventajas frente a otros sistemas
disponibles para la produccion de proteinas
recombinantes de aplicacion terapéutica o in-
dustrial. Aunque para cada proteina en parti-
cular se deban evaluar distintas alternativas
hasta encontrar aquella en la que los niveles
de expresion sean optimos, es de esperar que
a corto plazo la utilizacion de las plantas como
biorreactores sea la opcién mas atractiva.

Estrategias para reducir los costos de

purificacion

Una estrategia comunmente utilizada para
reducir los costos de purificacion consiste en
acumular la proteina sintetizada en el espacio
extracelular o apoplasto. El envio al espacio
extracelular se logra fusionando el extremo
correspondiente al amino terminal del gen de



interés a una secuencia sefial que dirige el
transporte de la proteina al reticulo endoplas-
matico y de alli a la via de secrecion. Estos
tipos de péptidos sefial se hallan ampliamente
conservados en su funcion y son procesados
en forma co-traduccional por una peptidasa
especifica presente en el lumen del reticulo
endoplasmatico. El apoplasto vegetal esta en
contacto directo con el medio externo, de ma-
nera tal que si la raiz esta creciendo en un
sistema hidropdnico, la proteina recombinante
se acumulara en el medio. Como el numero de
proteinas secretadas es generalmente bajo,
esto facilita el proceso de purificaciéon. Si la
solucién que circula en torno a la rizésfera se
renueva constantemente, puede desarrollarse
asi un sistema de extraccion continua de la
proteina en cuestion.

Otra estrategia que permite reducir los cos-
tos de purificacion se basa en la fusion de la
proteina de interés a una oleosina. Las oleosi-
nas son proteinas pequefas que se encuen-
tran insertadas en la monocapa de fosfolipi-
dos de los cuerpos grasos. Estas proteinas
se acumulan en las semillas de las plantas
oleaginosas a niveles elevados. En colza, re-
presentan entre el 8 y el 20% del total de las
proteinas de la semilla. Las construcciones
incluyen una secuencia de reconocimiento es-
pecifica para una proteasa. Una vez realizada
la purificacién, la proteina de interés se resca-
ta de la fusion por tratamiento con la proteasa
que reconoce esta secuencia peptidica.

La purificacion de la proteina fusionada a
oleosinas es sumamente sencilla y permite
concentrar varias veces el producto de inte-
rés. Basicamente, consiste en el procesado y
homogeneizacion del material vegetal (semi-
llas de la planta oleaginosa) seguido de una
centrifugacion en la que se separan la fase
acuosa de la lipidica. Esta ultima, que contie-
ne los cuerpos grasos con la proteina de fu-
sion es separada, resuspendida y tratada con
la proteasa que reconoce la secuencia que
permite liberar la proteina recombinante. La
suspensién es luego centrifugada para sepa-
rar nuevamente la fase acuosa de la lipidica.
La proteina de interés se concentra asi en la
fase acuosa, la cual se utilizara para su purifi-
cacion posterior.

Autenticidad del producto obtenido:

glicosilacién

Muchas proteinas terapéuticas son glico-
proteinas, en las cuales la glicosilacion puede
afectar caracteristicas fundamentales, como
su resistencia a la desnaturalizacion térmica,
degradaciéon proteolitica, solubilidad y activi-
dad bioldgica.

Una de las diferencias mas importantes en
las modificaciones post-traduccionales entre
plantas y animales es el patron de N-glicosi-
lacion. Las proteinas recombinantes humanas
sintetizadas en plantas contienen grupos car-
bohidratos del tipo B (1,2)-xilosa ausente en
proteinas humanas, y contienen una molécula
de fucosa unida por un enlace del tipo a (1,3)
en lugar de a (1,6) como ocurre en humanos.
Ademas, carecen de residuos terminales de
galactosa y acido sialico (acido N-acetilneura-
nimico) encontrados en muchas proteinas na-
tivas humanas.

Aunque algunos trabajos han demostrado
que anticuerpos expresados en sistemas ve-
getales conteniendo glicanos especificos de
plantas no son inmunogénicos en mamiferos,
y que las proteinas recombinantes expresadas
en otros sistemas animales (incluyendo células
en cultivo de mamifero como las CHO) presen-
tan diferencias en los patrones de glicosilacién
respecto del humano, el uso terapéutico segu-
ro impone producir proteinas con las mismas
caracteristicas.

Por ello, se ha dedicado un gran esfuerzo en
disenar estrategias que permitan la “humaniza-
cion” de la glicosilaciéon de las proteinas sinte-
tizadas en plantas. Estas estrategias incluyen:
a) expresion de la B(1,4)-galactosiltransferasa
humana en plantas transgénicas para la pro-
duccién de anticuerpos recombinantes con
glicanos extendidos en galactosa; b) retencion
de la proteina en el reticulo endoplasmatico
(la diferenciacién en los patrones de glicosila-
cion entre plantas y mamiferos ocurren a nivel
del aparato de Golgi, ver figura 2); c) inactiva-
cion de la a(1,3)-fucosiltransferasa y la p(1,2)-
xilosiltransferasa de plantas. Esto ultimo ha
sido logrado recientemente en Lemna minor
mediante silenciamiento post-transcripcional y
en el musgo Physcomitrella patens mediante el
apagado o knock-out del gen en cuestion. Al-
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Figura 2. Adicion y procesamiento de N-glicanos en el reticulo endoplasmico (ER) y aparato de Golgi en
células vegetales y de mamiferos. Un oligosacarido precursor ensamblado en un transportador de lipidos
es transferido a residuos Asn especificos en el polipéptido en sintesis. Durante los eventos de maduracion
tardios en el Golgi, se generan diferencias en el procesamiento de los N-glicanos complejos entre células

animales y vegetales.

ternativamente, se puede d) prevenir comple-
tamente la glicosilacion inactivando los sitios
de glicosilacion al mutar los residuos Asn y Ser/
Thr. Esta estrategia fue utilizada en la produc-
cion de anticuerpos y se pudo comprobar que
la ausencia de glicosilacion no modifico sus ca-
racteristicas biologicas.

Proteinas expresadas en plantas:

vacunas, anticuerpos y otros ejemplos

Una de las aplicaciones mas prometedoras
de las plantas como biorreactores es su po-
tencial uso para la produccién de antigenos en
tejidos comestibles (vacunas comestibles). La
produccién de proteinas antigénicas en los te-
jidos vegetales permitiria protegerlas de la de-
gradacion en el tracto gastrointestinal, un factor
critico para desarrollar una vacuna oral exito-
sa. A su potencial bajo costo de produccion, se
suma la ventaja de su facil distribucién y admi-
nistracion. La expresion en tejidos de almace-
namiento (tubérculos o semillas, por ejemplo)
en los que las proteinas son estables a tempe-
ratura ambiente, permitiria obviar la necesidad
de mantener una cadena de frio, requerimiento
que constituye una de las limitaciones econd-
micas mas importantes para la distribucién de

las vacunas en muchas regiones geograficas
del mundo. Sin embargo, no se puede obviar
el principal desafio en la produccion de una
vacuna que todo sistema de produccion debe
enfrentar; esto es, que el antigeno debe con-
servar su integridad estructural y actividad fun-
cional para inducir una respuesta inmune pro-
tectora. Es importante mencionar que, dada la
necesidad de aplicar dosis controladas de los
compuestos farmacoldgicos, se plantea la pro-
duccién de capsulas con tejido vegetal proce-
sado en lugar del consumo de material vegetal
fresco sin procesar.

Hasta la actualidad, se han expresado en
plantas un numero considerable de antigenos,
que incluyen potenciales vacunas contra los
agentes causales de diarreas, como los rota-
virus, cepas enteropatogénicas de Escherichia
coli, Vibrio cholerae y el virus Norwalk, asi
como contra las infecciones producidas por los
virus de la hepatitis B y C, el virus de inmuno-
deficiencia humana (HIV), el virus del papiloma
humano, el virus de la rabia y el virus de la fie-
bre aftosa. También se ha reportado la expre-
sion de antigenos para vacunas contra agen-
tes patégenos bacterianos como Staphylococ-
cus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Baci-
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llus anthracis y el parasito responsable de la
malaria, Plasmodium falciparum, entre otros.
Algunos de estos antigenos ya se evaluaron
en ensayos clinicos en humanos, incluyendo
la inmunizacion por ingestiéon de hojas de le-
chuga que contienen al antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B humana (HBsAg), tu-
bérculos de papa que expresan la subunidad B
de la toxina de E. coli enteropatogénicas, o la
capside del virus Norwalk, y hojas de espinaca
que protegen contra la rabia. En todos ellos se
observo algun tipo de respuesta inmune, tanto
sistémica como en mucosas, alentando la po-
sibilidad de desarrollar vacunas orales contra
éstos y otros patdgenos humanos. Reciente-
mente la empresa DowAgroScience obtuvo la
aprobacion, en los Estados Unidos de America,
para comercializar una vacuna contra el virus
de la enfermedad de Newcastle, producida en
células de tabaco cultivadas in-vitro. Si bien
esta vacuna no ha sido introducida al mercado,
es considerado un paso importante que puede
ser utilizado como referencia para futuras libe-
raciones comerciales.

Otros ejemplos de proteinas terapéuticas ex-
presadas exitosamente en plantas incluyen los
anticuerpos que reconocen al antigeno de su-
perficie del virus de la hepatitis B humano (HB-
sAg), a la glicoproteina B del virus del herpes
simple humano de tipo 2, HSV-2, anticuerpos
anti-esperma para su utilizacién como anticon-
ceptivos, anti-idiotipos del linfoma no Hodkins
y reactivos para diagnéstico del HIV. Dentro de
esta clase de moléculas cabe destacar el caso
de una IgA (inmunoglobulina A) secretoria ex-
presada en tabaco que reconoce un antigeno
de Streptococcus mutans, el principal agente
causal de la caries dental. En ensayos clini-
cos llevados a cabo en humanos, en los que
se aplicé este anticuerpo en forma tépica luego
del tratamiento con un antiséptico, se verificd
una proteccion efectiva y especifica contra la
recolonizacion por S. mutants durante al me-
nos cuatro meses. Recientemente el Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia de La
Habana, Cuba, ha logrado producir en plantas
transgénicas de tabaco un anticuerpo mono-
clonal que esta siendo utilizado para la purifi-
cacion de un antigeno para la produccion de
vacuna contra la hepatitis B. En comparacion

con la variante tradicional de produccién a par-
tir de liquido ascitico de raton, la obtencion del
anticuerpo en plantas de tabaco transgénicas,
que crecen en condiciones de invernadero,
ofrece ventajas tales como un mayor nivel de
seguridad y mejor escalado industrial.

Ademas de los antigenos y anticuerpos,
existen diversos ejemplos de proteinas de
uso farmacoldgico e industrial expresadas en
tejidos vegetales. La produccion de somato-
tropina humana (hST) en semillas de tabaco,
la seroalbumina humana (HSA) en papas, la
aprotinina bovina en semillas de maiz, y el fac-
tor estimulante de granulocitos y macréfagos
(hGM-CSF) en semillas de tabaco son soélo
algunos de ellos. También se puede destacar
la expresién en tabaco de la lipasa gastrica
canina, utilizada para el tratamiento de insufi-
ciencias pancreaticas y fibrosis quistica, que
se encuentra en la etapa de ensayos clinicos.
Un ejemplo de desarrollo local en nuestro labo-
ratorio es la expresion del factor de crecimien-
to epidérmico humano (hEGF) en plantas de
tabaco. El hEGF es un factor mitogénico que
interviene en el desarrollo, diferenciacion, re-
paracioén y proteccion de tejidos epiteliales. Se
emplea para el tratamiento de heridas y que-
maduras, como agente reparador en transplan-
tes de cornea y para el tratamiento de ulceras
gastricas y otras afecciones gastrointestinales.
También se estan utilizando plantas como bio-
rreactores para la produccién de enzimas de
uso industrial, como la avidina de pollo y la
tripsina bovina producidas en semillas de maiz
(ambas aprobadas para su comercializacion),
suplementos alimenticios como la fitasa del
hongo Aspergillus niger en semillas de tabaco
y colza, o polimeros como el colageno, la seda
de arana y plasticos biodegradables. Ademas
de las empresas mencionadas, existen otras
que estan utilizando distintas plataformas y sis-
temas de expresion para producir proteinas re-
combinantes en plantas, como se muestra en
la tabla 2.

Marco regulatorio

El uso de plantas como biorreactores enfren-
tara dos marcos regulatorios diferentes: uno
relacionado con el de las plantas transgénicas,
y el otro el que tiene que ver con el desarrollo
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Tabla 2. Algunas companias que utilizan plantas como sistema de expresion.

Compania Plataforma Tecnologia utilizada
SemBioSys Genetics Cartamo Transgénicas
Biolex Therapeutics Lemna Transgénicas
Meristem Therapeutics Maiz Transgénicas
Ventria Bioscience Arroz Transgénicas
Cobento Arabidopsis Transgénicas
Planet Biotechnology Tabaco Transgénicas
Down Agro Science Células de Tabaco Transgénicas
CIGB (Cuba) Tabaco Transgénicas
Chlorogen Tabaco Transplastémicas
Bayer (Icon Genetics) Tabaco Vectores Virales

de nuevos farmacos. El primero es mas cono-
cido y existen antecedentes en nuestro pais,
el ultimo marco aun esta siendo desarrollado
en varios paises del mundo y no existen por
el momento pautas definitivas dado el bajo nu-
mero de productos derivados de plantas trans-
génicas que han pasado por todas las etapas
hasta llegar a su comercializacion.

Los primeros cultivos transgénicos tienen
como objetivo el de mejorar caracteristicas
agrondmicas tales como tolerancia a herbici-
das y resistencia a insectos, o mejorar las cua-
lidades nutricionales; en ambos casos el desti-
no de estos cultivos es la alimentacion animal
o humana. En cambio, las plantas que seran
utilizadas como biorreactores para la produc-
cion de farmacos no deberian entrar a la cade-
na alimenticia y sera necesario tomar las pre-
cauciones necesarias para que esto no ocurra.
Esta, junto con la posibilidad de transferencia
horizontal de los transgenes, son las mayores
preocupaciones en lo que hace al uso de las
plantas como biorreactores.

En nuestro pais, la Comision Nacional de
Biotecnologia Agropecuaria (CONABIA), el
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Ali-
mentaria (SENASA) y la Administracion Nacio-
nal de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
meédica (ANMAT) seran los organismos que
tendran a su cargo la regulacion de estos cul-
tivos destinados a la produccion de farmacos.
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