MARGARITA PEREA*

través de la historia de la
Aagricultura, el hombre ha

trabajado para obtener ma-
yor produccién y mejor calidad. A
comienzos del Siglo con el desa-
rrollo de la bioquimica, fisiologia y
genética, se obtuvieron progre-
sos cientificos y se establecieron
bases para lo que se ha denomi-
nado la agricultura moderna.

Después de la Segunda Guerra
Mundial, uno de los logros obteni-
dos en la agricultura fue la crea-
cién de variedades mas producti-
vas de maiz, trigo, arroz y otros
cultivos con la ayuda de fertilizan-
tes, plaguicidas y herbicidas y rie-
go tecnificado contribuyendo de
manera eficaz a la produccién de
alimentos.

A mediados de la década de los
Sesenta en Estados Unidos, algu-
nos paises de Europa, América
Latina y Asia, las investigaciones
sobre vegetales concentraron la
atencién en la denominada “Re-
volucién Verde”, para designar el
conjunto de esfuerzos realizados
en el aumento de la produccién
agricola mediante la obtencién de
nuevas variedades. La seleccion
de estas variedades de alto rendi-
miento se consiguieron mediante
la transferencia de un conjuntode
caracteres cromosdémicos por in-
termedio de cruces, los cuales se
hacian al azar y requerian tiem-
pos prolongados para la evalua-
cién (Sasson, 1984).
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Biotecnologia agricola

LLa nueva
revolucion verde

A pesar de que la “Revolucidn
Verde " no ha constituido un éxito
completo, realizé un aporte muy
importante para el bienestardela
humanidad. Sin embargo, en los
ultimos afos se constatdé que no
se obtuvo el incremento de la pro-
duccién, que la revolucion verde
habia previsto alcanzar.

Nueva Revolucion Verde

La “Nueva Revoluciéon Verde”
de la que se habla desde media-
dos de los afios setenta, proyecta
en el futuro crear y cultivar “nue-
vas plantas”. La obtencidon de es-
tos clones no se basa en las técni-
cas de cruce, de hibridacién y de
polinizacién cruzada. En efecto
las nuevas metodologias estan
orientadas al cultivo de células,
protoplastos y tejidos, ademas de
las técnicas de recombinacién ge-
nética para conseguir una gran di-
versidad biolégica a partir de los
mecanismos moleculares y celu-
lares (Sasson, 1984).

Actualmente, el desarrollo de
las técnicas de cultivos de células
y tejidos “in vitro” como recurso
para mejorar variedades con ca-
racteristicas deseables, ha permi-
tido avances significativos en la
solucién de diferentes problemas
en cultivos de importancia eco-
némica, habiéndose logrado un
novedoso desarrollo.

El cultivo de células y tejidos
vegetales constituyé la gran di-
versidad bioldgica, que proyecta-
da en el campo de la biotecnolo-
gia, abre perspectivas muy inte-
resantes para la busqueda de so-
luciones nueva y utiles. Segun
Sondahl 1986, estas pueden agru-
parse de la siguiente manera:

A. Corto Plazo:

1) Obtencion de plantas libres
de patdgenos, 2) Propagacién clo-
nal, 3) Almacenamiento de ger-
moplasma.

B. Mediano Plazo:

- Mejoramiento Genético: 1)
Produccion de plantas haploides,
2) Variacién somaclonal, 3) Resca-
te de embriones.

C. Largo Plazo:

1) Hibridacién somatica, 2) In-
genieria genética, 3) Metabolitos
secundarios.

Los ensayos iniciados por el Bo-
tanico Aleman Haberlandt (1902)
cuando se discutia sobre la totipo-
tencia de las células fueron conti-
nuados por Kotte y Robbins. Pos-
teriormente, los progresos logra-
dos por White en Estados Unidos,
Street en Inglaterra, Gautheret y
Nobecourt en Francia, demostra-
ron la posibilidad de cultivar seg-
mentos de tejidos (raices) indefi-
nidamente bajo la forma de es-
tructuras celulares indiferencia-
das. Luego con los trabajos exito-
sos de Steward y Skoog en Esta-
dos Unidos y otros investigadores
europeos contribuyeron a solucio-
nar varios problemas morfofisio-
l6gicos (Auge y otros 1984).

Los avances logrados por Muir,
Hildebrant y Riker (1954) en el es-
tablecimiento de los primeros cul-
tivos de células en suspension, si-
milares a los microorganismos,
solucionaron algunos factores
biolégicos. Los cultivos vegetales
tuvieron mayor interés desde
cuando Morel y Martin (1952) de-
mostraron que los tejidos meris-
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tematicos tenian la capacidad de
desarrollar “in vitro” plantas
completas exentas de virus.

A. METODOLOGIA
DE APLICACION
CORTO PLAZO

Cultivo de Meristemos

El meristemo es una pequeia
masa de células indiferenciadas
situadas en la parte terminal del
tallo “apices o yemas"”, ofrece la
posibilidad de eliminar patégenos
vasculares y sistémicos como los
virus, viroides y micoplasmas de
gran numero de especies propa-
gadas vegetativamente. Sin em-
bargo, el hecho de utilizar el culti-
vo de meristemos no asegura la
erradicacion total de ciertos virus,
es entonces, cuando se recomien-
da utilizar la termoterapia para la
erradicacion de virus especificos.
El Centro Internacional de la Papa
CIP en Lima-Peri, se encarga de
limpiar para algunos paises asia-
ticos y africanos sus variedades
de papa y suministrarles las semi-
llas basicas libres de patégenos.

La Propagacion Clonal o Micro-
propagacion

Consiste en la poliferacion de
brotes mediante la fragmentacion
de apices o yemas axilares las
cuales son manipuladas en condi-
ciones asépticas y transferidas a
un medio de cultivo apropiado
para luego ser desarrolladas en
condiciones asépticas.

Una de las ventajas de la micro-
propagacioén es la posibilidad de
realizar en poco tiempo y en espa-
cios reducidos, la multiplicacién a
gran escala de clones selecciona-
dos por sus calidades de produc-
cion o por su estado sanitario. Va-
rias de las especies de plantas
cultivadas que son propagadas
por la via asexual, estan siendo
multiplicadas “in vitro” con el ob-
jeto de conservar ciertas caracte-
risticas esenciales de la variedad,
ya sea porque son estériles o bien
por que su genoma es demasiado
complejo y la reproduccién sexual
podria presentar variaciones fe-
notipicas (Figura No. 1).

>

FIGURA No. 1

(a)

Micropropagacién de diferen-
tes especies:

a) Quina (Cinchona pubescens),
especie arborea.

b) Digitalis purpurea, especie her-
bacea.

c) Uchuva (Physallis peruviana),
frutal.

Investigaciones realizadas en el La-
boratorio de Cultivo de Tejidos —De-
partamento de Biologia, Instituto de
Biotecnologia— Universidad Nacional,

Bogota.

(b)

Bogotd, Marzo-Abril 1989
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Embriogénesis somética de cacao

(Theobroma cacao).

Se observa la secuencia del desarro-
llo de embriones somaticos (asexua-
les) en los diferentes estadios: globu-

lar, corazén y torpedo.

Investigaciones realizadas dentro del
Programa Conjunto con el Organismo
Internacional (IAEA), la FAO y la Uni-

versidad Nacional - Bogota.

FIGURA No. 2

En plantas ornamentales y al-
gunas herbaceas se utiliza de ma-
nera eficiente la propagacién ve-
getativa “in vitro”, sin embargo,
las especies arboreas han presen-
tado algunas dificultades por su
condicién estructural y porque los
procesos morfoldgicos, fisiologi-
cos y bioquimicos han sido menos
estudiados. Recientemente, se
han obtenido algunos progresos
logrando regenerar plantas com-
pletas, i.e. Eucaliptus en Brasil y
Australia, pino en México y Cana-
da. Enlo que respecta al grupo de
monocotiledones, el sistema de
propagacién ha sido desarrollado
mas lentamente, en especial pal-
ma africana, (Rabechault et al
1972), Muséaceas (Krikorian, 1988)
y gramineas (Conger et. al. 1988).

Los investigadores australia-
nos han logrado la clonacién del
eucalipto de ribera. La importan-
cia de ello radica en que dichos ar-
boles pueden crecer en suelos
muy salinos no apropiados para la
agricultura, es decir, en tierras
que se pueden dedicar a plantar
eucaliptos. La esperanza esta en
que al crecer extraigan el agua del
suelo, lo que permitiria limpiar las
sales de las capas superficiales
del suelo (Prentis, 1987).

Otros sistemas de propagacion
masiva son la Organogénesis y la
Embriogénesis Somaética (directa
o indirecta), ofrecen también un
excelente potencial para el mejo-
ramiento genético.

La formacioén de los embriones
puede ocurrir a partir de una o va-
rias células, las cuales pasan por
una secuencia de estructuras si-
milares a la formacién de embrio-
nes zigéticos (globular, corazéon y
torpedo) (Figura No. 2).

La producciéon masiva de em-
briones completos y la capacidad
de estos para germinar y desarro-
llar plantas es de un potencial de
alta significancia, para cruces na-
turales en cultivos perennes.

De Langhe (1986), considera
que la embriogénesis somadatica
podria ser en un futuro la clave
para el mejoramiento en platanoy
banano.

Con los recientes avances de la
embriogénesis somatica y rege-
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neracion de plantas de platano y
banano, se establecié perfecta-
mente la sincronizacion de los
embriones somaticos, lo cual abre
nuevas perspectivas a la tecnolo-
gia de “semillas artificiales” en
Musaceas como una metodologia
alterna de propagacion en el futu-
ro (Novak, et. al.,, 1988) (Figura
No. 3).

Preservacion de Germonoplas-
ma

La destrucciéon de ecosistemas
por sobre explotacion, la contami-
nacién y la introduccién de varie-
dades de alta productividad han
ido desplazando aquellas varie-
dades tradicionales. Este cons-
tante aumento de la produccién
agricola va en detrimento de la
variabilidad genética de la mayo-
ria de las especies cultivadas y sil-
vestres.

El cultivo de tejidos permite
mantener gran cantidad de mate-
rial vegetal tal como plantas, teji-
dos somaticos y aun células, al-
macenado en un crecimiento con-
trolado por bajas temperaturas,
en condiciones asépticas. Esta al-
ternativa permite mantener im-
portantes bancos de germoplas-
ma de leguminosas, cereales y re-
presentaria una posibilidad para
aquellas especies frutales, made-
rables, forrajes y plantas medici-
nales, que debido a la deforesta-
cion desaparecen a pasos agigan-
tados de las zonas tropicales.

B. METODOLOGIA
DE APLICACION
A MEDIANO PLAZO

Mejoramiento Genético

La variabilidad genética en el fi-
tomejoramiento tradicional cons-
tituye para los genetistas y fito-
mejoradores una herramienta
muy importante. Actualmente,
con la implementacion y los avan-
ces de cultivo y células vegetales
se pueden lograr nuevas varian-
tes naturales a partir de tejidos
somaticos, lo cual permite el ha-
llazgo de mutaciones esponta-
neas en corto tiempo.

Con la obtencién de plantas ha-
ploides, el rescate de embriones,

la fertilizacién “in vitro”, eluso de
la ingenieria genética y la muta-
génesis se pueden lograr varieda-
des de mayor rendimiento, pro-
ductividad, resistencia a enfer-
medades y a condiciones adver-
sas (Perea, 1988).

Produccién de Plantas Haploi-
des: Cultivo de Anteras

El cultivo de anteras tiene relie-
vancia en la utilizacién de sus teji-
dos haploides, es decir, los granos
de polen son utilizados como ma-
terial genético altamente especi-
fico. Dicho material permite muta-
ciones seguras y asi obtencién de
variedades nuevas de genomas
conocidos.

Rescate de Embriones

A medida que las especies di-
vergen unas de otras de un ances-
tro comun, sus genomas se van
haciendo cada vez mas diferentes
y van perdiendo homologia. El
cultivo “in vitro” salva estos pro-
blemas a través de la fusién de
células somaticas, la transforma-
cién genética y el rescate de em-
briones. Por medio de este meca-
nismo, se pretende pues, el au-
mento del rango de entrecruza-
miento rescatando embriones in-
maduros, antes de ser abortados
por incompatibilidad.

La Variacién Somoclonal

Denominada también variabili-
dad genética resultante de las
plantas derivadas “in vitro” de
células somaticas. Este fenémeno
observado por Larkin y Scowcroft
(1981) en gran nimero de espe-
cies regeneradas a partir de célu-
las, tejidos de la planta de origen,
lo denominaron variacién soma-
clonal (de células somaticas) ga-
metoclonal (de células sexuales o
genéticas) protoclonal (de proto-
plastos) cloroclonal {de cloroplas-
tos) o mericlonal (de meristemos).

C. METODOLOGIA
DE APLICACION
A LARGO PLAZO
(Células y Protoplastos)

Hibridacion Somaética

El potencial genético de las cé-
lulas vegetales para regenerar

plantas fue establecido por Ste-
ward y Krikorian (1971). Este me-
canismo origina variabilidad ge-
nética la cual es utilizada por los
mejoradores en la seleccién de va-
riedades agronémicamente im-
portantes.

La fusién de células vegetales
aisladas o intactas es imposible
puesto que poseen una pared ce-
lular rigida, mientras que las célu-
las animales estdn limitadas uni-
camente por la membrana celular.
En 1960, Cocking en Inglaterra
demostro la posibilidad de elimi-
nar la pared de las células por la
via enzimatica y obtener células
viables, desnudas a las que dqno-
miné protoplastos. Estas unida-
des constituyen los receptores
mas apropiados para la transfe-
rencia de genes, macromoléculas
y organelos celulares de preferen-
cia cloroplastos y mitocondrias y
en consecuencia la posible incor-
poracién a una célula de un nuevo
control genético para producir
nuevas enzimas en otros compo-
nentes deseados (Fowke y Gam-
borg, 1980).

Ingenieria Genética

Existen otros aspectos de gran
importancia que se pueden lograr
mediante la transformacién de
genes especificos. El intento de
introducir genes o fragmentos de
ADN que puedan transmitir a
otras células un ADN extrarfio ha
sido estudiado particularmente,
por Van Montagu y Schell en Bél-
gica y Alemania.

El sistema maéas estudiado ha
sido la utilizacién del Agrobacte-
rium tumefasciens, la bacteria
que produce tumores en los vege-
tales. Estos tumores consisten en
una masa de células de la planta
que proliferan con rapidez porque
no obedecen a los mecanismos
normales de control de crecimien-
to de la agalla y, en este sentido,
es analogo a los tumores anima-
les. El Agrobacterium tumefas-
ciens, presenta en el interior de la
célula un pequeiisimo fragmento
circular de ADN Liamado plasmido
inductor de tumor (plasmido Ti)
(Prentis, 1987)

>
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FIGURA No. 3

(a)

Embriogénesis somatica de platano y
banano.

a) Formacion de embriones

b) Desarrollo de embriones

c) Regeneracion de plantulas prove-
niente de embriones somaticos.

Investigaciones realizadas dentro del
Programa Conjunto con el Organismo
Internacional de Energia Atémica
(IAEA), laFAOQYy la Universidad Nacio-

nal, Bogota.

(b)

La proliferaciéon de células se
produce cuando se transfieren
plasmidos inductores de tumor
desde las bacterias hasta los cro-
mosomas de la planta infectada,
es entonces cuando el cambio de
su constitucién genética induce
las células de la planta a crecer y
dividirse muy rapidamente.

Metabolitos Secundarios

El potencial en la produccién de
compuestos utiles a partir de al-
gunas plantas permite asumir un
futuro promisorio en el incremen-
to de sustancias econémicamente
importantes.

Con la utilizacién de los cultivos
celulares “in vitro”, la posibilidad
de obtener sustancias de gran in-
terés en la Farmacia, Alimenta-
cién e Industria, ha tomado mu-
cho interés; es asi como actual-
mente ya se obtienen compues-
tos a escala comercial en varios
paises industrializados.

Cultivo de Tejidos en Colombia

La Biotecnologia Agricola en Co-
lombia ha tenido ultimamente, un
incremento importante donde se
destaca el cultivo de tejidos vege-
tales. Es asi, como por ejemplo, di-
versas empresas particulares de
flores se dedican a producir mate-
rial sano mediante la propagacion
“in vitro” de algunas especies or-
namentales, como clavel, crisan-
temo, rosas, alstromeria, gysophi-
las y otros.

De otra parte la Unidad de Bio-
tecnologia del CIAT (Centro In-
ternacional de Agricultura Tropi-
cal) realiza investigaciones dirigi-
das al mejoramiento genético y
saneamiento de especies del pri-
mer orden en las dreas tropicales
como son: la yuca, el arroz y legu-
minosas. Ademas, ha establecido
Bancos de Germoplasma de gran
relievancia.

El ICA (Instituto Colombiano
Agropecuario) ha demostrado
gran interés y ha desarrollado al-
gunas investigaciones en el culti-
vo de meristemos de papa, mi-
croinjertacién de citricos y otros
cultivos. Recientemente, este Ins-
tituto presenté un proyecto de de-
sarrollo de la Biotecnologia para
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las diferentes seccionales del
pais.

La Federacién Nacional de Ca-
feteros en el LIQC, (Laboratorio
de Investigaciones de la Quimica
del Café) ha realizado investiga-
ciones con algunas variedades de
importancia para el pais, obte-
niendo la regeneraciéon de plantas
a partir de la embriogénesis so-
matica de café. Ultimamente, se
ha intensificado el trabajo hacia la
diversificaciéon de algunos fruta-
les (Pitahaya).

Por otra parte, en los Laborato-
rios de CENICAFE en Chinchina-
Caldas, realizan igualmente in-
vestigaciones orientadas al mejo-
ramiento genético de cultivares
de café por la via de la embriogé-
nesis somatica. En Musaceas,
platano y banano, se ha realizado
la micropropagaciéon de algunas
clones de pldtano de interés para
la institucion.

Las entidades de Educacion Su-
perior, han establecido Laborato-
rios de Cultivo de Tejidos, en don-
de desarrollan investigaciones.

En el caso de la Universidad
INCCA de Colombia, ha demos-
trado interés por la propagacién
de especies maderables como los
pinos y tltimamente, han logrado
avances en la feijoa.

La Pontificia Universidad Jave-
riana, en el Departamento de Bio-
logia, ha venido trabajando desde
hace varios afios en especies fo-
restales como Podocorpus sp..

En la Universidad de Caldas, la
Facultad de Agronomia, desarro-
lla un programa de investigacion
orientado a la propagaciéon y se-
leccién de Muséceas. Otra de las
investigaciones que realiza es la
regeneracion de plantas de Bam-
bu.

El Departamento de Biologia de
la UIS, Universidad Industrial de
Santander, Bucaramanga, dirige
sus investigaciones a la propaga-
cién de forestales de interés en la
regién y algunas ornamentales.

En la regién de los Llanos
Orientales, La Universidad Tec-
nolégica de los Llanos, Facultad
de Agronomia, se establece un
programa para la propagacion de
especies Tropicales.

La Universidad Tecnoldgica de
Tunja, se ha dedicado al estable-
cimiento de propagacién de fruta-
les de hoja caduca.

La Universidad Pedagégica Na-
cional de Bogot4, realiza investi-
gaciones para la docencia, pro-
yecta la realizacién de investiga-
ciones en mejoramiento genético.

Recientemente entidades como
CENIBANANO-AUGURA y COR-
NARE (Corporacién Andina Re-
gional - Rionegro, Antioquia), en
el Departamento de Antioquia,
han iniciado sus trabajos en culti-
vo “in vitro”

La Universidad Nacional de Co-
lombia, Facultad de Agronomia,
Sede en Medellin y Bogota, se de-
dican a la propagacién de banano
y a la investigacién de otros culti-
vos tropicales.

Dentro de las investigaciones
que se adelantan en los Laborato-
rios de cultivos “in vitro” dela Fa-
cultad de Ciencias y el Instituto
de Biotecnologia, esta el Progra-
ma de Muséceas, orientado al me-
joramiento genético para la ob-
tencién de clones resistentes a
enfermedades especialmente, a
la Sigatoka negra y el Mal de Pa-
nama

Se han logrado avances consi-
derables en la embriogénesis so-
matica e induccién de mutantes
para la regeneracioén de plantas,
las cuales deben ser evaluadas en
campo.

Recientemente, se ha estable-
cido la metodologia para la obten-
cién de embriogénesis somatica
en cacao con el propdsito de esta-
blecer mutantes y regenerar plan-
tas a partir de células para desa-
rrollar lineas resistentes a algu-
nas enfermedades que atacan
este cultivo, tales como la molilia-
sis, escoba de bruja y otras.

El Grupro es pionero a nivel na-
cional en el desarrollo de embrio-
génesis somatica en platano, ba-
nano y cacao. Pocos Investigado-
I1es en esta area a nivel mundial
han podido llegar a obtener estos
resultados.

Se proyecta el desarrollo de tec-
nologia de vanguardia para el me-
joramiento de Musaceas (Cultivo
de Células y Protoplastos).

Conclusiones

- Es importante precisar que
los procesos Biotecnoldgicos que
involucran las Ciencias Bioldgi-
cas, ofrecen muchas posibilida-
des para aumentar la produccién
y calidad de nuestros germoplas-
mas. Esta nueva revolucion Bio-
tecnolégica, fundamentada en di-
chas disciplinas, permite a través
de las metodologias “in vitro” la
posibilidad de propagar, modifi-
car y transferir de manera contro-
lada, genes para la obtencién de

nuevas variedades.
— Los beneficios potenciales,

en cuanto a la aplicabilidad de la
Biotecnologia Agricola, podran
contribuir eficazmente al incre-
mento de la produccién agricola
nacional; por esta razén es impor-
tante, establecer prioridades de
investigaciones y desarrollo,
aglutinando grupos interdiscipli-
narios que permitan realizar de-
sarrollos tecnolégicos, que impli-
can trabajos de laboratorio, prue-
bas y evaluacién en grupo,; para
obtener como producto final, va-
riedades mejoradas en cuanto a
calidad, produccioén y resistencia
a enfermedades y plagas.

— Una ventaja adicional radica
en que estas técnicas son accesi-
bles puesto que la infraestructura
requerida para la produccién de
clones no es costosa y se podria
multiplicar el trabajo dotando la-
boratorios en diferentes regiones
del pais, con el fin de estudiar
gran variedad de cultivos, de
acuerdo a las diferentes condicio-
nes ecolodgicas.

—Tal como se ha mencionado,
las investigaciones catalogadas
como realizables a corto plazo, ya
se estan desarrollando en el pais.
Sin embargo, es prioritario poten-
ciar los recursos humanos y finan-
cieros con el fin de emplear las
modernas técnicas de Biologia
Molecular en Vegetales. Este sal-
to cualitativo permitiria realizar
manipulacién genética para obte-
ner variedades con mayor conte-
nido proteico y/o resistentes a pa-
tégenos incorporando genes de
resistencia o produccién de meta-
bolitos que actien como insectici-
das.
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