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INTRODUCCION

Este trabajo resume las nuevas tendencias que se pueden encontrar en la
horticultura al aplicar la tecnologia de transformacion genética en busqueda de
soluciones de importantes problemas horticolas, pasando revista a las técnicas
de transformacion genética que han tenido éxito en plantas horticolas, haciendo
especial incapié en la transgenia para resistencias a virus y terminando con al-
gunos aspectos de la metodologia de los ensayos de campo de plantas transge-
nicas y sus potenciales riesgos de impacto ambiental.

La modificacion de una planta horticola, para que sea interesante desde un
punto de vista econémico -y no olvidemos que la produccion mundial herticola
segun datos FAO de 1990 fue de 102.084 miles de Toneladas(FAO, 1991)-, debe
atender en primer lugar a los receptores de ese beneficio potencial. Podemos
intentar hacer una lista de posibles beneficiarios de los proyectos de transforma-
cion genética a manera de resumen:

1.- Mejoradores y agricultores
2.- Industria, tanto del comercio o transporte como de transformacion.
3.- Consumidores.

El primer grupo de personas intervienen directamente en las labores de pro-
duccién de plantas, y, por tanto, los posibles objetivos de modificaciéon genética
habrian de dirigirse a facilitar sus tareas. Asi, en este grupo estarian aquellos
proyectos de, por ejemplo, resistencias a enfermedades, herbicidas, y también -
especialmente para los mejoradores-, control de la fecundidad (mascuiina o fe-
menina) que permitirian una produccion mas facil de hibridos.

En el segundo grupo se pueden situar aquellas mejoras que facilitan el co-
mercio, como pueden ser la obtencion de variedades de tomate con mayor can-
tidad de sdlidos que permita un procesado mejor, ¢ la eliminacién de dafos
(manchas,heridas, etc) aparentes en los frutos y que rebajan su precio, o que
prolonguen la capacidad de almacenamiento y transporte sin que sufran dafos.

El tercer grupo es el mas exigente y mas sensible a la hora de tener que
escoger entre frutos o productos que han sido obtenidos mediante ingenieria
genética o mediante procesos normales. En este apartado se pueden agrupar la
obtencidn de frutos con mayor sabor que el habitual o que son mas digestivos, ©
gue sean asequibles a lo largo de todo el ano, en lugar de ser sélo frutos o
productos de temporada.



A pesar de saber que toda simplificacion es siempre reduccionista, al clasifi-
car asi los posibles beneficiarios de los mismos estaremos también en disposicion
de evaluar de alguna forma si los intentos de investigacion tendran cierto éxito o no.

Desde un punto de vista ecordmico, los proyectos que estén dirigidos al pri-
mer grupo tendran que ser de be’o coste,ya que los imputs agricolas se estiman
siempre a la baja. Esta puede ser una de las razones del porqué no ha salido al
mercado todavia ningun producto terminado que contenga estas mejoras, aun
sabiendo que es el grupo donde mas investigacién hay y mejores éxitos se han
obtenido hasta ahora. Por contraste con lo anterior, el Unico producto transgéni-
co comercial que se ha vendido y se vende actualmente es un tomate producido
en Estados Unidos que tiene mayor sabor que el normal porgue se puede cose-
char muy tardiamente en la planta. “FlavrSavr”, obtenido por Calgene (Califor-
nia) es un tomate transgénico que posee un gen en contrasentido para las enzi-
mas que degradan la pared celular, haciendo que se pueda mantener en la planta
hasta su total madurez sin pérdida de tersura, y dando como resultado mercantil
un tomate tipo “long shelf life”. Este es un buen ejemplo de transgenia aplicada
al consumidor. Ningun producto transgeénico distinto a éste se ha comercializado
hasta ahora, dando quiza la razon a nuestro esguema.

¢QUE ES UNA PLANTA TRANSGENICA?

Una planta transgénica es aquella que contiene un ADN foréneo en su geno-
ma. El ADN exdgeno, gque se ha introducido artificialmente mediante técnicas de
ingenieria genética, debe ser capaz de transmitirse a traves de fa linea germinal
de la planta. Esto supone la incorporacion del ADN exégeno en el material here-
ditario nuclear, para lo cual hay que tener siempre pruebas positivas de transfor-
macion integradora, no basta con simples indicios de que el gen esta en la plan-
ta, sino que se requieren conjuntamente pruebas genéticas, fenotipicas y fisicas
de dicha integracion (Potrykus, 1991).

Sin embargo, se usa también el término transgénico al referirse a una planta
gue tiene un material gendémico heredado establemente, tanto si el material esta
localizado en el nucleo 0 no. Un ejemplo de esto seria cuando una planta tiene
un gen virico alterado, independiente del genoma de la planta, pero que se ex-
presa de igual manera. También es posible manipular artificialmente la produc-
cidn, sobreproduccidn o supresion de una proteina natural, mediante mutacion
especifica de uno de los mecanismos de control endégeno de los genes. Tal tipo
de planta puede no ser “transgénica”, pero el resultado final es una linea germi-
nal alterada. En este trabajo nos referiremos fundamentalmente a la primera
definicién de planta transgénica.

TECNICAS DE TRANSFORMACION GENETICA

La transformacion o introduccion de un gen foraneo en el genoma de las
células vegetales puede hacerse segun varias técnicas. Los genes pueden ser
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introducidos ulilizando un sistema vector o “transferidor genético” natural como
es el utilizado por la bacteria del suelo Agrobacterium, o introduciendo el ADN
“desnudo”, a traves de una serie de métodos, directamente en la célula vegetal.
Sélo aquellas técnicas que han sido aplicadas con éxito hasta ahora seran obje-
to de una breve revisiéon agui:

Transformacion con Agrobacteriumm:

Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes son ambos patoge-
nos vegetales que transfieren ADN a las células vegetales mediante un meca-
nismo que lo incorpora activamente dentro de los cromosomas del huésped (ver
llustracion n® 1). En el sistema natural,las especies de Agrobacterium explotan
este sistema para introducir genes que causan crecimiento incontrolado de las
células vegetales formando tumores (A. tumefaciens) o “raices pelosas” {A. rhi-
zogenes), y genes que codifican para la produccion de opinas, anadlogos de ami-
nodcidos que la bacteria utiliza a continuaciéon para su nutricion (Klee et al.,
1987). Este sistema ha sido modificado de tal forma que los genes oncogénicos
(que provocan el crecimiento anormal) y los genes de las opinas han sido elimi-
nados y pueden ser reemplazados por genes “foraneos”. Estos genes exdgenos
suelen contener un gen marcador de seleccion, p.e. resistencia a un antibiético,
para poder seleccionar a partir de las células transformadas, y uno o mas genes
gue codifican un rasgo agrondomico interesante, tal como resistencia a enferme-
dades. La transformacion con A. tumefaciens se usa con explantes (“método del
disco foliar’ de Horsch et al, 1985), aparte de otros métodos menos usuales. A.
rhizogenes se aplica en especies que pueden ser regeneradas a partir de raices
0 puede ser interesante obtener cullivos transgénicos de raices para la produc-
cion de metabolitos secundarios.

Transferencia genética directa:

Un método alternativo de transferir un gen es la introduccién directa de las
moléculas de ADN que contengan los genes vegetales dentro de la célula. El
método mas comun es la incubacion de protoplastos (células vegetales a las
que se les ha quitado la pared celulésica) con ADN. La toma del ADN por el
protoplasto es facilitada por tratamiento quimico (Davey et al, 1989), o por la
aplicacion de impulsos eléctricos (electroporacion; véase una revision por Joer-
sbo & Brunstedt, 1991). Se ha conseguido en repetidas ocasiones la transforma-
cion de protoplastos en diferentes especies vegetales (véase Tabla 1). Es nece-
sario en estos casos regenerar plantas a partir de protoplastos.
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Una técnica recientemente desarrollada es el bombardeo de particulas o bio-
listica (Sanford, 1990). Las moléculas de ADN recubren pequefas (+/- um) par-
ticulas esféricas de oro o tungsteno,que son “disparadas” a las células, usando
un “cafoén de particulas" o un "acelerador de particulas". Este método es aplica-
ble virtualmente a todo tipo de células, tanto animales como vegetales. Se ha
aplicado con éxito en la transformacion del maiz (Fromm et al,, 1990) y soja
(Christou et al., 1990). Hasta ahora, esta técnica no se ha empleado de forma
rutinaria para transformar plantas horticolas.

T-DNA

Todas las técnicas de transferencia directa de genes tienen el inconveniente
de que la integracion estable del ADN introducido en los cromosomas del hués-
ped es un proceso aun no bien comprendido y tienen una eficiencia muy baja,
cuando se comparan con la transformacion mediada por Agrobacterium, donde
el mecanismo preciso de integracion del ADN se conoce muy detalladamente.

Hay toda una serie de métodos innovadores de transferencia directa de ADN
a las células que no vamos a tratar aqui, pero que van desde el uso de fibras de
silicio, electroporacion de tejidos intactos, microinjeccidn, electroforesis, sonica-
cion (someter una muestra a ultrasonidos), etc, que estan aun en via pre-expe-
rimental (Songstad et al, 1995) y por tanto no cumplen los requisitos de una
publicacion como la presente.

Conviene subrayar antes de terminar este apartado que los métodos de trans-
ferencia genética, como creo que se deja entrever por lo anterior, constituye ya
hoy dia un arsenal de técnicas en creciente desarrollo, algunas de ellas con
cierta solvencia (transferencia por Agrobacterias en muchos casos, pero no en
todos) y algunas otras que estan poniéndose aun a punto.
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REGENERACION DE PLANTAS A PARTIR DE CELULAS TRANSFORMADAS

Una vez que una célula vegetal ha incorporado el ADN introducido de una mane-
ra estable, la segunda tarea que tiene delante el ingeniero genético es la de regene-
rar una planta fértily completa a partir de esa tUnica célula transformada. Esto puede
ser considerado una tarea méramente de biologia celutar, pero de cualguier forma
es esencial. Se han obtenido al menos algunas plantas regeneradas, a partir de
explantes, de todas las especies horticolas méas conocidas, como se expone en la
Tabla n® 1. Se debe tener en cuenta al leer esa revision que el hecho de alcanzar
una o unas pocas plantas regeneradas de un genotipo de una especie no es condi-
cién suficiente para que el método desarrollado sea aplicable a la transformacion:
Se requieren eficiencias de regeneracion altas y repetibles, porque es necesario
contrarrestar el (a veces) bajo rendimiento de la transformacion; ademas el método
ha de ser aplicable a un amplio rango de genotipos, si es que se quiere obtener
alguna aplicacion desde el punto de vista comercial en la mejora.

Tabla n?® 1. Situacion de regeneracion de cultivo de tejidos de las especies horticolas
mas importantes.

Familia y especie Nombre comun Explante  Protop Ref.

Apiaceae

Apium graveolens Apio Si No Browers & Orton (1986)

Daucus carota Zanahoria Si Si Ammirato(1986)

Foeniculum Vulgare Hinojo Si Si Miura & Tabata (1986)

Asteraceae

Cichorium intybus Achicoria Si Si Schoofs & De Langhe (1988)

Cynara scolymus Alcachofa Si No Qrdas et a/.(1990)

Lactuca sativa Lechuga Si Si Alconero (1988)

Brassicaceae

Brassica oleracea Col, coliflor Si Si Walkey & Pink (1988)

Brassica rapa Col ¢hina Si Si Zee & Johnson (1984)

Chenopodiaceae

Bela vulgaris Remolacha (Si) (No) Atanassov (1986)

Spinacia oleracea Espinaca Si No Neskovic & Culafic {1988)

Cucurbitaceae

Citrutlus vulgaris Sandia Si No Dong & Jia (1991)

Cucumis melo Melén Si Si Moreno et al.(1986)

Cucumis sativus Pepino Si Si Punja et al. (1990)

Cucurbita pepo Calabacin Si No Chee (1991)

Fabaceae

Cicer arielinum Garbanzo Si No Hammatt e! al.(1986)

Phaseolus vulgaris Habichueta Si No Hammatt el al.(1986)

Pisum sativurn Guisante Si Si Griga & Novak (1990)

Vicia faba Haba Si No Hammatt et al. (1986)

Liliaceae

Allium cepa Cebolla Si No Novak et a/.{1986a, 1986b)

Alfium porrum Puerro Si No !

Allium sativum Ajo Si No !

Asparagus officinalis Esparrago Si Si Bui-Dang-Ha & Mackenzie
(1973)

Solanaceae

Capsicum annuum Pimiento Si Si Morrison et al.(1986)

Lycopersicum esculentum Tomate Si Si Sink & Reynolds (1986)

Solanum melongena Berengena Si Si Hinata (1986)
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Existen dos rutas de regeneracion en las plantas. Una es la organogénesis
(ver Foto n® 1), es decir, la regeneracion mediante la obtencién de tallos adven-
ticios, inducida tanto a partir de callo o directamente del explante cultivado, tal
como una hoja, hipocoetilo o fragmento de cotileddn. Este es el método “clasico”
de regeneracion aplicado en, p.e., la “transformacion de disco de hoja” y es muy
eficiente en algunas especies vegetales, especialmente en la familia de las So-
landceas. Los tallos adventicios se hacen crecer y enraizary producen una plan-
ta completa.

Foto 1.- Organogésis in vitro en medio liquido. La produccidn de tallitos se hace a partir de la
induccién controlada por el balance hormonal.

La segunda ruta es la embriogénesis somatica (ver Foto n® 2), en la cual un
grupo de células indiferenciadas desarrollan estructuras parecidas a los embrio-
nes a través de una secuencia de acontecimientos celulares diferentes de la
formacion de los embriones verdaderos (o zigdticos). Estos embriones sométi-
cos pueden “germinar” y desarrollarse hasta dar una planta madura. En general,
establecer las condiciones correctas para la induccion de embriones somaticos
y para su germinacién posterior es algo dificil de conseguir, pero una vez que se
logra, tales sistemas embriogénicos, p.e., suspensiones celulares embriogéni-
cas, pueden producir miles de plantas regeneradas. No todas las familias vege-
tales son inducibles mediante embriogénesis somatica: los mejores sistemas se
han establecido en la zanahoria (Apiaceae), y en cambio las Solanaceas parece
que prefieren el método de la organogénesis. Las monocotiledéneas son rege-
neradas exclusivamente mediante embriogénesis somatica.
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Foto 2.- Embriogénesis somatica a partir de las células epidérmicas de cotiledones. Este es
un ejemplo de embriogénesis somatica "directa”, porque no hay una fase de callo
intermedia.

En general, la regeneracion a partir de protoplastos es mas diffcil que a partir
de explantes o tejido de callo (ver Fotos n? 3y 4). Se ha demostrado que aproxi-
madamente la mitad de las especies agricolas mas importantes pueden regene-
rarse a partir de cultivos de protoplastos. Generalmente, las colonias derivadas
de protoplastos de las dicotiledoneas son regeneradas mediante organogéne-
sis, pero puede reflejar meramente el hecho de que la regeneracién de proto-
plastos se ha conseguido s6lo en especies que regeneran facilmente mediante
organogenesis. Debe hacerse notar que, en general, las eficiencias de regene-
racion de protoplastos de la mayor parte de las especies cultivadas mas impor-
tantes son muy bajas todavia.
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Foto 4.- Los protoplastos, al continuar dividiéndose, forman microcolonias que pueden des-
pués ser estimuladas para regenerar plantas.



BREVE DESCRIPCION DE LA SITUACION DE TRANSFORMACION DE ES-
PECIES ESPECIALMENTE IMPORTANTES EN HORTICULTURA

Daremos una rapida descripcidn, en primer lugar de los genes (Tabla n® i)
que se han introducido hasta ahora en plantas horticolas (fundamentalmente en
tomate, como se explicara posteriormente), asi como una lista por familias y
especies de los logros en cuanto a transformacion efectiva en las fechas en las
que se redacta este trabajo, teniendo en cuenta que se han publicado excelen-
tes revisiones hace poco de este tema, como la de Wijbrandi & DeBoth (1993).

TABLA N2 2. Algunos genes comercialmente interesantes introducidos en tomate y fe-
notipos conferidos.

Transgen Rasgo conf. Especie Ref.
Poligalacturonasa Fruto resblandecimiento | Tomale Sheehy et af (1988)
contrasentido lento
ACC sintasa contrasentido Madurez retrasada Tomate Qeller et al. (1991)
ACC oxidasa contrasentido | Madurez retrasada Tomate Hamilton ef al. (1990)
Monelina Proteina sabor dulce Tomate Penarrubia et al. (1992)
Sacarosa-P-sintasa del maiz | Alto rendimiento frutos Tomate Micallef et al. (1993)
Acetiltranste rasa de Resistencia a
Fosfinotricin Glufosinato Tomate De Block et al. (1987)
Proteina insecticida del Bt Resistencia a

lepidépteros Tomate Perlak et al. (1991)
Proteina kinasa Resistencia a

Pseudomonas Tomate Martin &t a/. (1993)

syringae pv. lomato

Familia Apiaceae:

Apio (Apiumn graveolens): Se han obtenido plantas transformadas con A. tu-
mefaciens, dando una descendencia con resistencia a kanamicina.

Hinojo (Foeniculum vulgare) No se ha publicado ningun ejemplo de transfor-
macion, si bien esta planta se comporia muy bien en cultivo de tejidos, como el
resto de la familia.

Zanahoria (Daucus carota). Es una especie “modelo” para cultivo de tejidos,
especialmente en embriogénesis somatica como se menciond antericrmente.
Se han obtenido plantas transgénicas en diversas ocasiones.

Familia Asteraceae:

Achicoria (Cichorium intybus): Ningun caso de transformacion se ha registra-
do, aunque se puede cultivar in vitro.

Alcachofa (Cynara scolymus): Ningun caso de transformacion se ha regis-
trado. Es una planta “dificil” de cultivar en cultivo de tejidos.
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Lechuga (Lactuca sativa): Se han publicado diferentes trabajos de regenera-
cién de transformantes en esta especie, tanto a partir de co-cultivo con A. tume-
faciens como mediante electroporacion de protoplastos. Desde el punto de vista
comercial, se ha introducido mediante este sistema resistencia al Beet Western
Yellow Virus, asi como esterilidad nuclear masculina.

Familia Brassicaceae:

Col (Brassica oleracea): En general, las coles son especies muy manejables
para cultivo de tejidos. Se han logrado diferentes tipos de transformantes, tanto
con A. tumefaciens como con A. rhizogenes, si bien ninguno tiene aspectos agré-
nomicos comercialmente interesantes.

Col china (Brassica napa): La regeneracién de cultivo de tejidos es posible,
aungue transformantes se han obtenido sélo en una ocasion, y si valor comercial.

Familia Chenopodiaceae:

Hay dos especies que pertenecen a esta familia y que tienen importancia
horticola: La espinaca y la remolacha roja. No se ha descrito transformacion en
ninguna de las dos especies. Por una pane, la regeneracion de cultivo de tejidos
de remolacha es dificil, aunque hay algunos ejemplos, y en el caso de la espina-
ca no existen apenas datos.

Familia Cucurbitaceae:

Calabacin (Cucurbita pepo): Se han obtenido transformantes con resisten-
cias o tolerancias a tres virus: CMV, ZYMV y WV2 obtenidos mediante el método
de A. tumefaciens.

Meldn (Cucumnis melo): Se han obtenido transformantes con resistencias a
enfermedades y herbicidas, que estan para ser probados en campo dentro de
poco tiempo.

Pepino (Cucumis sativus): El cultivo de tejidos de pepino esta relativamente
bien estudiado, aungue la regeneracion es dependiente del genotipo. Sin em-
bargo, transformantes han tardado mucho, aunque ya hay datos de transfor-
mantes con resistencias al virus CMV y al ZYMV. Conviene subrayar que |os
métodos no estan optimizados aun.

Sandia (Citrullus vulgaris). Los métodos de cultivo de tejidos estan aun por
ponerse a punto.

Familia Fabaceae:
Las legumbres, en general, han sido consideradas como especies "recalci-

trantes" a cultivo de tejidos, aunque recientemente se han introducido métodos
que prometen.
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Garbanzo (Cicer arietinum): Se han obtenido transformaciones, aungue sélo
se han introducido genes marcadores.

Guisante {Pisum sativurm): Como la mayor parte de las legumbres, solo se
han obtenido respuesta en cuitivo de tejidos (y por tanto en transformacion) sélo
recientemente, por lo que sélo un trabajo ha reportado la obtencidn de transfor-
mantes que dieran lugar a descendencia fértil.

Haba (Vicia faba): No se ha obtenido transformacién hasta ahora en esta especie.

Habichuela (Phaseolus vulgaris): No se han reportado transformantes en esta
especie.

FamiliaSolanaceae

Dos especies de dos géneros de esta familia, Nicotiana 'y Petunia, han servi-
do como plantas modelo en biotecnologia durante muchos anos, porgue respon-
den muy bien en cultivo de tejidos. La regeneracién de plantas fértiles tanto a
partir de explantes como a partir de protoplastos, y transformacion genética usan-
do el método del disco de hoja, son muy faciles y reproducibles, lo que ha lleva-
do a un uso muy extenso de ambas especies. Las técnicas de transformacion
genética se aplicaron muy pronto a otros miembros de la familia, especialmente
a la patata y al lomate. La patata no sera estudiada aqui, ya que no es una
planta horticola, aunque es una de las especies mas avanzadas en cuanto a la
ingenieria genética alcanzada. Igualmente no se estudiara el tabaco, por las
mismas razones, aunque habria que subrayar el papel de planta “modelo” de
transformaciones geneticas que ha jugado hasta ahora y que seguira jugando.

Berengena (Solanum melongena): Esta especie puede regenerarse facilmente
a partir de explantes y de protoplastos, y hasta ahora sélo se han reportado la
introduccion de genes marcadores, por lo que posiblemente en un futuro muy
proximo se generaran plantas transgénicas con genes importantes.

Pimiento (Capsicum annuum): El pimiento es una planta muy importante des-
de el punto de vista agricola, tanto los pimientos dulces como los chiles y ha
atraido considerable atraccién en cultivo de tejidos durante muchos anos. A pe-
sar de ello, no existe un buen método de regeneracién, y los mejores resultados
se obtienen con las especies silvestres. Como la infeccion con A. tumefaciens
ocurre de manera espontanea, es cuestion de hallar un buen método de regene-
racion de tejidos para que los transformantes empiecen a aparecer.

Tomate (Lycopersicon esculentumy: Regeneracion a partir de cultivo de tejidos
se ha establecido en esta especie desde hace mas de veinte afios y esta muy bien
documentada. Fue una de las primeras especies transformadas mediante el méto-
do del disco de hoja, ya citado varias veces a lo largo de este trabajo.

Se han introducido ya diferentes genes interesantes para la agricultura, tales
como el gen de la toxina de Bacillus thurigiensis que otorga resistencia contra
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orugas, asi como tolerancias al Virus del Mosaico de la Alfalfa y al Tobacco
Mosaic Virus.

Otras aplicaciones interesantes que han atraido un considerable interés es la modifi-
cacién de los genes en la maduracion, tanto en la tersura, como en la ruta del etilenc.

Se han descrito tomates resistentes a herbicidas (glifesato y glufosinato).
Podemos concluir este apartado refiriéndonos a nuestra introduccion, donde
se menciona la unica planta transgénica que ya ha llegado a los hogares, y que

es el tomate.

Familia Liliaceae

Las Lilidceas son una familia que pertenecen al grupo de monocotiledoneas.
En general, las monocotiledéneas no son susceptibles a infeccion con Agrobac-
terias y por tanto, los sistemas de transformacién con Agrobacterium no son
aplicables. Esto parece ser realmente cierto para el caso de la familia Poaceae
(Gramineae) en la que se encuentran los cereales. Sin embargo parece que
algunos miembros de las monocotiledéneas son susceptibles a Agrobacterium.

Cebolla (Allium cepa): Mientras que la obtencion de multiplicacién mediante
el cultivo meristematico es posible, la regeneracién a partir de explantes es muy
dificil en este género, donde se han estudiado no sélo la cebolla, sino también el
cebollino y el ajo.

Parece que la cebolla es susceptible a la infeccién con Agrobacterium, pero
no ha habido ningun avance importante en cuanto la posibilidad de transformacion.

Esparrago (Asparagus officinalis): La regeneracién de plantas intactas a partir
de explantes y protoplastos se ha obtenido en esta especie. También es posible que
sea susceptible a la infeccion con A. tumefaciens, pero aun queda un largo camino
por recorrer en esta especie antes de conseguir transformacion genética.

¢POR QUE CREAR PLANTAS TRANSGENICAS RESISTENTES A ENFER-
MEDADES?

Dicho de manera sencilia, el hacer cultivares con genes heredables de resis-
tencia a enfermedades es, por excelencia, el método mas proteccionista posible
del medio ambiente (Mount & Berman, 1988), ya que reducen enormemente la
cantidad de fitosanitarios que se habrian de aplicar para el control de esa enfer-
medad. También tiene sentido desde el punto de vista econémico, pero, quiza
las espectativas econdmicas han heho que no se haya comercializado hasta
ahora ningun producto en esta linea.

Dentro de este apartado nos detendremos con mayor extensién, ya que cons-
tituye el objetivo de las investigaciones llevadas a cabo en el C.1.D.H. de Aime-
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rfa, y en concreto, la resistencia a virus, ya que resistencias a otros patdégenos
se ven mas lejanas en algunos casos (bacterias y hongos) debido a la cantidad
de investigacion basica que requieren aun, y, otros campos, como son la resis-
tencia a insectos, si bien estan conseguidas para algunos de ellos (Lepidopteros
y Colebpteros), constituyen una especialidad lejana al autor.

Los virus gue infectan las plantas superiores constituyen un grupo NuMeroso
(mas de 700 descritos) de patdgenos vegetales, de enorme importancia econo-
mica y elevado interés cientifico basico. Una caracteristica destacada de los
virus vegetales es que la mayoria de los descritos son pequenos y sencillos y su
material genético en su mayoria es ARN (mas del 30%), dentro de los cuales la
inmensa mayoria presentan el ARN en sentido mensajero.

La quimioterapia ha sido ineficaz en la lucha contra los virus, y, ademas, las
plantas no poseen un sistema inmunoldgico semejante al que poseen los anima-
les superiores, por lo que no se puede usar la vacunacion. Por tanto, la preven-
cion de la enfermedad queda para otros sistemas, como pueden ser la obten-
cion de material libre de virus, o utilizaciéon de variedades resistentes como arma
de la lucha contra las virosis.

Individualmente consideradas, la mayoria de las especies vegetales son no-
huéspedes (es decir, son resistentes) a la mayoria de los virus vegetales. En la
mayor parte de los casos no se comprende, y por tanto no se puede manejar, la
biologia molecular de esta incompatibilidad. Lo mismo ocurre incluso si juega un
papel activo en la planta (p.e. un gen dominante de resistencia) en algunos cul-
tivares de una especie susceptible. Por contra, todas las plantas agricolas son
susceptibles de sufrir grandes pérdidas tanto en cantidad como en calidad debi-
das a uno o0 mas virus. Esta situacion es la que ha llevado a las autoridades en
cada pais a tomar medidas de tipo sanitario: i) Plantar sélo plantas madres de
especies perennes que estén certificadas como libres de virus y erradicar las
plantas infectadas; ii) adoptar medidas agrondmicas que minimicen las epide-
mias, incluyendo el uso repetido y extenso de fitosanitarios para controlar los
vectores de los virus (predominantemente insectos, pero menos cuando son
nematodos del suelo u hongos) y quitar los posibles reservorios de las infeccio-
nes (malas hierbas o cultivos abandonados); ¢ iii) producir plantas con resisten-
cias naturales contra los virus o sus vectores.

No es este el momento para discutir acerca de la relevancia de la transgenia y si
es mejor 0 peor estrategia que la mejora clasica. Lo cierto es que es un método que
tiene exito en algunos casos y que podria ayudar a erradicar algunas epidemias.

Existen varias estrategias para obtener proteccion contra virus mediante in-
genieria genética, dependiendo de qué tipo de gen se incorpora mediante trans-
formacion:

1.-Proteccion mediada por la proteina de la capsida:

En los trabajos publicados en ingiés se la denomina CMP (Coat Mediated
Protection) y proviene de la proteccién cruzada que es un método ya tradicional
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en las medidas sanitarias vegetales, gue consiste en que la planta inoculada
con una raza débil de un virus es protegida frente a los ataques de las razas
virulentas. Este procedimiento es muy laborioso y tiene el riesgo de que la raza
débil puede aumentar en virulencia y/o actuar de manera sinérgica con otros
virus (Loesch-Fries, 1991). Las técnicas de ingenieria genética (Fraley, 1991)
son capaces de expandir la aplicacion de este mecanismo de resistencia me-
diante la transformacion de células vegetales para incluir ADN foraneo que codi-
fique las proteinas de la capsida viral, de acuerdo también con diferentes estra-
tegias, ya que el gen codificante de la proteina de la capsida puede ser manipulado
antes de serintegrado en el genoma de la planta, dando lugar a diferentes mo-
dalidades, tales como genes mutados, genes contrasentido, etc. El mejor logro
de este procedimiento es que concede proteccién frente a virus homaologos al
clonado y que se ha integrado en el genoma nuclear de la planta.

Los mecanismos por los cuales “funciona” la CMP no estan totalmente acla-
rados y son objeto de numerosos proyectos de investigacion. La Proteccién
mediada por la Capsida, de forma tradicional se sabe que esta involucrada en
los primeros eventos del desamblaje de los virus (Wilson, 1993), sin embargo
existen también datos que indican un efecto inhibitoric en los eventos tardios de
la replicacion de virus, sobre todo cuando el indculo es ARN viral. Que haya
diferentes niveles de interferencias dependera de la naturaleza precisa de las
interacciones virus-planta, incluyendo especificidad celular o tisular, tanto donde
se expresa la Proteina de la Capsida como donde se replica el virus, y en el
movimiento de los virus dentro de la planta, tanto en movimiento célula a célula
como en el de larga distancia. Ademas, el rango de proteccién puede abrirse y
proteger otros virus que tengan cierta homologia con la proteina de la capsida
del virus insertado (Beachy et al.,1990), aungue en general funciona mejor con
los virus o0 razas mas cercanas a la utilizada en el gen insertado. Usando una
serie de Tobamovirus, la proteccion era detectable cuando su Proteina Capsidi-
ca era aprox. 60% homdloga con la secuencia de amindacidos del gen inserta-
do. También se ha dicho gue hay una baja, aunque real proteccion contra otros
virus, cuando infectan plantas transgénicas que se han transformado para virus
diferentes.

La diversidad de resultados obtenidos en experimentos llevados a cabo con
genes de la proteina de la capsida (CMP), hay que entenderla con las precau-
ciones debidas, ya que hay muchos eventos a nivel molecular en la traduccién
de ios genes integrados que aun no estan bien comprendidos. Esta situacion se
hace aun mas complicada cuando se combinan los efectos de un gen integrado
en diferentes sentidos o potencial de traduccion (p.e. un ARNm que se hace
intraducible mediante la introduccion de una sefial de parada, o un gen de la
proteina de la capsida pero crientado en contrasentido, etc.). Todo esto hay que
observario también en la relacidn huésped-virus, cuyas relaciones tampoco es-
tan conocidas a fondo. Hay algunos modelos propuestos a nivel ae tentativa, y
aqui incluimos uno (Smith et al., 1994) (ver llustracion n2 2), como muestra de la
complejidad de este tipo de estudios.
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La transcripcidn de un transgen dentro del nicleo (N) produce diferentes cantidades de ARN
dentro de las diferentes lineas transgénicas. Las plantas con altas tasas de transcripcion
generan niveles de ARN que exceden ciertos niveles umbrales, lo que activa un proceso
celular, basado en el citoplasma que senala especificamente a este ARN para su eliminacion
y resulta en niveles bajos de ARNm del transgen. Si el transgen comparte homologia de
secuencia con un virus vegetal, las plantas son fenotipicamente resistentes a dicho virus
(lzquierda). Alternativamente, en las lineas en las que las tasas de transcripcion son mas
bajas y no se excede el nivel umbral, el posible mecanismo citoplasmico de degradacion no
se induce. Los niveles estacionarios de ARNm seran proporcionales a la tasa de transcripcion
del gen. £l sistema citoplasmico regulatoric no es funcional y un fenotipo susceptible serd el
resultado (Derecha). La resistencia “inducible” da lugar a un fenotipo “recuperable” (Centro).
Esto tiene lugar cuando la adicion del ARNm del transgen y del ARN viral gue contiene homo-
logia de secuencias exceden entre las dos el nivel umbral, lo que se manifiesta en la bajada
del nivel de ARNm del transgen y el establecimiento concomitante de un fenotipo resistente.

La lista de virus que pueden ser controlados mediante este método alcanza-
ba el ano 1994 los siguientes: AMV (Alfalfa Mosaic Virus), PRSV (Papaya Rings-
pot Virus), PLRV (Potato Leaf Roll Virus), CMV{(Cucumber Mosaic Virus), PVS
(Potato Virus S), PVX (Potato Virus X), PVY (Potato Virus Y), SbMV (Soybean
Mosaic Virus), TEV (Tobaco Etch Virus), TMV (Tobacco Mosaic Virus), TRV
(Tobacco Rattle Virus), ToMV (Tomato Mosaic Virus) y TSWV (Tomato Spotted
Wilt Virus)(Raman & Altman, 1994).

2.- Expresion transgénica de genes de proteinas virales no estructurales:
Aunqgue los genomas viricos suelen ser pequenos, el numero de genes gue
albergan es variable, por lo que la generalizacién que era posible en el apartado
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anterior, aqui se reducird a algunos casos concretos en torno al gen de la repli-
casa, por ser el mejor estudiado hasta ahora.

De los ejemplos mas interesantes en esta linea de estudio, debemos desta-
car en primer lugar el registrado por Golemboski et al.(1990), donde, estudiando
el papel de un gen putativo del complejo del enzima replicasa del TMV (Tobacco
Mosaic Virus) de tamano de 54 kD, encontraron que al construir plantas de taba-
co transgénicas con este gen, codificante de un componente de ese complejo, y
al infectar esas plantas transgénicas con virus de la raza U1, asi como con ARN
desnudo del virus de la misma raza, esas plantas fueron resistentes a la infec-
cion. Las plantas transformadas tenian un nume:o variabie de copias de dicho
gen, aunque todas se comportaron como resistentes frente a la raza homadloga.
No se encontrdé ninguna proteina que produjera esa planta del tamano espera-
do, aunque si acumulaban un transcripto de ARN del tamafo previsto. La unica
explicacidn que dieron los autores del estudio anterior para explicar porqué esas
plantas transgénicas eran protegidas frente a la infeccion, era una hipétesis de
competitividad entre dicho gen y el complejo de replicacion, aunque no es posi-
ble hallar ninguna prueba experimental hasta ahora.

En conexidn con el experimento anterior, cuando Donson ef al. (19983), trans-
formaron plantas de tabaco con el gen completo de la replicasa del TMV, que
tiene un tamano de 183 kD, encontraron que la mayoria de las plantas fueron
susceptibles a la infeccidn con el virus, pero hubo una serie de plantas que fue-
ron transformadas con (tedricamente) el mismo gen gue presentaron una resis-
tencia total frente al virus. Al secuenciar el gen insertado encontraron que habia
un elemento transponible que habia sido insertado en el gen, seguramente du-
rante la construccion del plasmido en la bacteria, y que hacia que la lectura del
gen se detuviera en un momento determinado y no produjera el transcripto com-
pleto de ARN. Estas plantas no sélo se comportaron como resistentes frente a
infecciéon con TMV, sino con otros Tobamovirus.

En general, los estudios realizados hasta ahora con plantas transgénicas que
codifican el gen de la replicasa, dan tres tipos de resultados: a) El primero son
aquellas plantas que tienen el gen de la replicasa insertado en forma funcional y
todas son susceptibles a los virus.b) Un segundo grupo lo constituyen aguellas
plantas con insertos del gen de la replicasa en forma defectuosa y que dan feno-
tipos altamente resistentes a la infeccién y ¢} Un grupo de transformantes con
insertos de genes de la replicasa “"incompletos”, como puede ser el caso citado
mas arriba de Golemboski ef a/{1990), y que dan también resistencia frente a I1z.

Aunqgue se han aventuradc varias explicaciones para este fenémeno de re-
sistencia, la verdad es que esta aln muy obscura la razén de dicha proteccién,
siendo la uUnica prueba fehaciente hasta la fecha que existe una reduccién en la
tasa de replicacion viral dentro de esas plantas transgénicas, ya que la infeccion
tiene lugar en esas plantas, aunque nunca llega a hacerse sistémica, dando pie
a la especulacion de que sea posiblemente un mecanismo de "umbral" de virus
dentro de la planta y que sean defectuosos de alguna manera, lo gue impide la
infeccion sistémica.
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Esta aproximacién a la proteccion frente a la infeccidn viral es una via muy
prometedora y que posiblemente de resuitados al menos tan interesantes como
los ya mencionados mediante el de CMP,

3.- Otras estrategias:

Se han efectuado también una serie de estudios sobre la posible resistencia
otorgada por la insercion de copias en ADN de ARN satélites y de DI (Defectivos
interfirientes), ambos tipos de moléculas se encuentran de forma natural en plan-
tas infectadas con algunos virus y la mayor parte de estos presentan variacion
en los sintomas, siendo algunos atenuadores de sintomas, y otros, en cambio,
acentuan la enfermeaad. También tienen en comun que interfieren de alguna
forma en la replicacion de los virus a los que acompafan.

Los resultados concretos de ambos tipos de moléculas en transgenia adn
requieren un largo periodo experimental, aungue sin duda, podran ayudar a en-
contrar alternativas a las resistencias en algunos casos.

Dentro de este apartado deberian citarse los intentos llevados a cabo de
introducir los genes de los anticuerpos de ratén o conejo producidos contra los
virus en la planta, asi como otras estrategias como son los ARN en contrasenti-
doy las ribozimas, que aln estan muy lejos de otorgar proteccion efectiva en las
experiencias realizadas hasta ahora. Para una revisién de los anticuerpos inser-
tados en plantas, ver Conrad & Fiedler (1994).

El papel que podrian jugar los ARN contrasentido en la proteccion de las
plantas aun esta lejos de poder llevarse a cabo de manera sistematica, si bien
parece que en virus animales podrian ser un vehiculo interesante para curar
determinadas virosis importantes tales como la producida por el VIH (Agrawal,
1992).

ENSAYOS DE CAMPO DE PLANTAS TRANSGENICAS

Hemos descrito en las paginas anteriores ejemplos de investigaciones sobre
plantas realizados en laboratorios de investigacién, pero la industria de la pro-
duccién de semillas siempre busca el rendimiento, porlo que en cuanto un siste-
ma de transformacion tiene éxito y se puede aplicar a alguna planta con interés
econdmico, enseguida se tiende a efectuar ensayos de campo en los que eva-
luar los rasgos genéticos modificados mediante transgenia.

Desde un punto de vista de disefo experimental, esos ensayos no difieren de
cualquier otro “screening” geneético para uno o varios rasgos fenotipicos, perc lo
que afiade la transgenia a dichos ensayos son las necesidades de cumplimentar
una serie de requisitos legales, que en Europa (enlos paises pertenecientes a la
EU) han de seguir las normativas del Decreto EEC 220/90, sobre liberacion in-
tencional de Organismos Moditicados Genéticamente, y que son una aplicacién
de las Regulaciones gue la Administracion de Estados Unidos puso en marcha
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cinco afios antes. En definitiva, dicha regulacion hace que los ensayos de cam-
po de plantas transgénicas:

a) Sean supervisados y manejados por personal experto.

b) Hay obligacién de hacer publice el cultivo de estas plantas, asi como el
sitio, duracidn, etc.

c¢) Hace necesario identificar el posible dafio ambiental, si lo hubiera.

Y después de diez afos de experiencia en ensayos de campo en Estados
Unidos, las normativas americanas han rebajado los requisitos a una serie de
notificaciones administrativas, mientras que en los paises del ambito de la UE
continlian con una serie de exigencias que hacen mas restrictivos dichos ensayos.

;. Qué peligro potencial alberga el ensayo de campo de plantas transgénicas?

Parece que el mas senalado es el de la adquisicion no intencional de los
genes foraneos por parte de plantas silvestres o agricolas que sean compati-
bles, desde un punto de vista de fertilidad, con las transgénicas.

Por ejemplo, en un ensayo de patatas transgénicas (Skogsmyr, 1994) se en-
contré que los genes marcadores (resistencia a antibiéticos y marcador histolo-
gico) se encontraban con mas abundacia en las plantas sembradas en las cer-
canias de las transgénicas, que en las mas alejadas, aunque persistia un
porcentaje constante en todo el ensayo.

Este asunto nos lleva a considerar un aspecto bioldégico mas general como
es el denominado “flujo horizontal de genes” que ocurre en toda comunidad de
seres vivos. Es indudable que las transferencias naturales via pdlen son muy
dificiles de evaluar en condiciones de campo, por lo que este aspecto deberia
tenerse en cuenta a la hora de estos ensayos, sobre todo a la hora de mantener
la “propiedad” de los genes transferidos a las plantas y del asesoramiento del
potencial impacto ambiental, y es que, p.e., la alta capacidad de hibridacion inte-
respecifica en algun grupo vegetal deberia tenerse en cuenta a la hora de esta-
blecer estos ensayos. El riesgo se minimiza si el género taxénomico en que se
ha hecho la transgenia no es originario del sitio del ensayo, como puede ser el
caso del tomate o la patata en Europa. En estos casos la posibilidad de “escape”
de genes es minima si se siguen las precauciones agricolas. El riesgo se vuelve
maximo cuando se establecen transgenias en grupos taxonémicos originarios
de la misma zona, o cuando es un grupo de distribucién universal.

Queda, no obstante, evaluar los posibles riesgos de los genes “en si mismos”
considerados. Los genes que suelen incorporarse a las plantas transgénicas
son:

- Genes marcadores de seleccidn mediante resistencia a antibidticos o herbi-
cidas (el mas popular es el que porta el plasmido binario pBl121 (Jefferson,
1987), denominado npt// que da resistencia al antibidtico Kanamicina, aunque
hay otros semejantes).

- Genes marcadores de localizacién histoldgica, siendo el mas usado, de
nuevo el del pBl121 (Jefferson, 1987), denominado GUS, gue permite la produc-
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cion de un enzima que proviene de Escherichia coliy que mediante la adiciéon
del sustrato conveniente, permite la visualizacién mediante color.

-El gen introducido como rasgo deseado, y que puede ser muy variable (cap-
sida virica, enzima, etc).

Hoy dia, la tendencia en las técnicas de transformacién genética es la de
intentar dejar “fuera” de la planta estos genes que pudieran convertirse en un
cierto riesgo al no saber que comportamiento tendrian fuera de! laboratorio. No
obstante, estas técnicas hacen que la transformacion se convierta en algo mu-
cho mas laborioso de lo que por si ya es una tarea muy compleja. Sin embargo,
el futuro producto comercial lo requiere.
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