SEMILLAS Y PLANTELES

Tincion histoquimica para detectar la
expresion del gen GUS en la hoja de
una planta transgénica de melon.
Debajo, variedades de clavel obtenidas
en el IRTA de Cabrils, a través del
Programa de Mejora Genética de esta
especie, que ha dado lugar al nuevo
proyecto de Transformacion Genética.
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Biotecnologia

Plantas transgénicas

En el laboratorio de cultivo in vitro del IRTA de Cabrils se estd trabajando desde hace
tiempo en la obtencion de plantas transgénicas de varias especies. Entre ellas destacan
los avances realizados en clavel y melon.
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La aparicién en el mercado
de alimentos genéticamente mo-
dificados ha sido ampliamente
comentado por los medios de co-

municacién y ha suscitado un
interes social, no exento de polé-
mica, sobre el alcance y las con-
secuencias derivadas de la trans-
formacién genética y de las apli-
caciones de la biotecnologia en
general.

En los vegetales, un orga-
nismo genéticamente modificado

es una planta, normalmente una
variedad ya de por si valiosa,
cuya dotacién genética se ha
incrementado con uno o varios
genes que le confieren una nueva
propiedad o caracteristica ttil
que antes no tenia.

La transferencia de genes de
una especie a otra es un fenéme-
no habitual en la evolucién y
mejora de las plantas y de los
animales. Muchas de las varieda-
des de frutas, cereales, etc. que
normalmente consumimos han
sido obtenidas mediante cruza-
mientos interespecificos. Esta
transferencia, que hasta hace
poco estaba limitada a la que se

La transferencia de genes,
que hasta hace poco estaba
limitada a la que se podia
hacer por la via
de la reproduccion sexual,
puede ahora extenderse
a cualquier gen conocido
gracias a los avances
cientificos realizados
en los ultimos arios
en el campo
de la biologia molecular
y del cultivo
de tejidos

podia hacer por la via de la re-
produccién sexual, puede ahora
extenderse a cualquier gen cono-
cido gracias a los avances cienti-
ficos que en estos ultimos afios
se han realizado en el campo de
la biologia molecular y del culti-
vo de tejidos.

El descubrimiento del ADN,
como soporte molecular de la he-
rencia ha hecho posible identifi-
car la secuencia molecular cons-
titutiva de un gen y su posterior
clonacién.

Actualmente se estd avan-
zando muy rdpidamente en la
elaboracién de los mapas gené-
ticos de muchas especies locali-
zando los genes en los cro-
mosomas, identificando su fun-
ci6on y llegando en algunos casos
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a determinar la secuencia de ba-
ses de su larga molécula. Asi se
han podido identificar toda una
serie de genes cuya incorpora-
cién a plantas de interés econd-
mico puede representar un gran
avance en la mejora de su pro-
ductividad.

Entre ellos se encuentran
genes que codifican para substan-
cias que pueden proporcionar re-
sistencias a enfermedades produ-
cidas por virus, bacterias, hongos
e insectos, genes que proporcio-
nan resistencia a herbicidas, tole-
rancia a la salinidad, etc.

Existen diversas técnicas
para introducir estos genes de in-
terés en las plantas. Entre ellas
destacaremes la que utiliza la
bacteria Agrobacterium  tume-
faciens como vector. De hecho A.
tumefaciens es una bacteria que
parasita muchas especies vegeta-
les provocando la formacién de
agallas. Esta bacteria tiene la ca-
pacidad de transmitir a la célula
vegetal una seccién del DNA de
su pldsmido, el llamado T-DNA,
el cual se integra en el genoma
de la planta. En el T-DNA est4n
situados varios genes que codifi-
can para la sintesis de sustancias
beneficiosas para el crecimiento
bacteriano (opinas), asi como ge-
nes similares a los que codifican
para la sintesis de hormonas de
crecimiento. Asi, las células en
las que se ha integrado el T-DNA
presentan un crecimiento tumo-
ral, sintoma caracteristico de la

infeccién por Agrobacterium 'y
simultdneamente producen las
opinas necesarias para su creci-
miento.

A través de técnicas de bio-
logia molecular se ha logrado
eliminar todos estos genes y
substituirios por genes de interés.
Asi, se aprovecha el mecanismo
natural de incorporacién del T-
DNA en la célula vegetal permi-
tiendo la introduccién de los ge-
nes escogidos, sin que ello altere
ninguna otra caracteristica de la
célula.

Otra de las técnicas més uti-
lizadas para la incorporacién de
genes es mediante la llamada
bio-balistica, micro-bombardeo,
o cafién de genes. Para ello se
utilizan como proyectiles micro-
particulas de oro o de tungsteno
previamente recubiertas con el
DNA de interés. Dichas particu-
las se depositan en una membra-
na y, mediante una sobrepresién
de un gas inerte, se aceleran para
lograr que penetren en la célula
vegetal. Asf, las particulas perfo-
ran la pared celular, penetran en
el citoplasma y algunas alcanzan
el niicleo, de tal manera que el
DNA se integra dentro del
genoma de la célula. Aunque
esta técnica es menos especifica
que la de Agrobacterium -puesto
que la incorporacién del DNA és
una questién de azar- ha permiti-
do introducir genes y obtener
plantas trangénicas en toda una
serie de especies que no eran

Formacion de brotes adventicios en el extremo basal de una hoja
inmadura de clavel.

susceptibles de ser infectadas via
Agrobacterium,  principalmente
las monocotiledéneas.

Sea cual sea la técnica ele-
gida para una especie determina-
da, la transferencia genética se
realiza siempre a nivel de una
sola célula y es necesario dispo-
ner de una técnica de morfo-
génesis adecuada para que dicha
célula sea capaz de regenerar la
planta, lo cual es posible gracias
a la totipotencia celular de los
vegetales. Ahora bien, durante el
proceso de transformacién, no
todas las células que son capaces
de regenerar una planta han sido
transformadas. Por tanto, para
poder seleccionar las células
transformadas se utilizan los lla-
mados genes de seleccion.

Entre los genes
que se han podido
identificar, se encuentran
genes que codifican
para substancias
que proporcionan
resistencias
a enfermedades
producidas por virus,
bacterias, hongos
e insectos, genes
que proporcionan
resistencia a herbicidas,
tolerancia
a la salinidad, etc.

Estos genes que habitual-
mente codifican para resistencias
a determinados antibiticos o a
herbicidas se incorporan junto al
gen de interés, de tal manera que
en los medios de cultivo se afa-
de el producto escogido de modo
que so6lo crecerdn en dicho me-
dio las células o tejidos que ha-
yan incorporado el gen de resis-
tencia.

A menudo, también se in-
corporan genes marcadores para
poder seguir el proceso de trans-
formacién siendo el gen GUS el
mdés utilizado. En este caso una
simple tincién histoquimica per-
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mite identificar las células trans-
formadas, las cuales presentan
una coloracién azul. Finalmente,
cada uno de estos genes debe po-
der expresarse en los tejidos ve-
getales por lo que a cada uno de
ellos se le afade un promotor.
Asi pues, usualmente, en el pro-
ceso de transformacién no sélo
se introduce el gen de interés
sino que éste va acompaiiado de
toda una serie de genes para po-
der seleccionar e identificar las
células y/o los tejidos transfor-
mados. Dado que los genes intro-
ducidos se incorporan al genoma
vegetal en puntos al azar, puede
darse el caso de que si bien la
planta estd transformada, los ge-
nes introducidos no sean funcio-
nales y no se obtenga el efecto
esperado. Por ello, una vez se
han obtenido las plantas trans-
génicas, deben realizarse toda
una serie de ensayos de laborato-
rio y de campo para comprobar
el resultado obtenido.

En el laboratorio de cultivo
in vitro del Departamento de
Genética Vegetal del IRTA de
Cabrils se estd trabajando ya des-
de hace tiempo en la obtencién
de plantas transgénicas de varias
especies. Entre ellas cabe desta-
car los avances realizados en cla-
vel y melén.

En nuestro Instituto se lleva
a cabo un programa de obtencién
de variedades de clavel mediante
mejora genética cldsica. Como
apoyo a este programa se ha de-
sarrollado un proyecto de trans-
formacién genética con el fin de
obtener lineas resistentes a
Fusarium oxysporum Dhianthi
raza 2 y también lineas resisten-
tes al ataque de lepid6pteros.
Para ello, se ha establecido un
sistema apto para la transforma-
cién, basado en la morfogénesis
de plantas a partir de las células
de la base de hojas inmaduras.
En colaboracién con el Departa-
mento de Genética Molecular del
CSIC de Barcelona, y utilizando
la técnica de transformacién ba-
sada en los vectores de Agro-
bacterium tumefaciens, se estan
incorporando genes de glucana-
sas y quitinasas en algunas li-
neas con el fin de introducir la
resistencia a Fusarium. Simulté-
neamente también se estd traba-

Las virosis son uno de los problemas més graves del cultivo del melén, por
ello la mejora genética de las variedades se ha orientado hacia este aspecto.

Las plantas transgénicas
tendrdn una gran
aplicacion en el desarrollo
futuro de la agricultura
y la alimentacion.
Sin embargo, esta técnica
estd asociada a posibles
riesgos y corresponde
a la comunidad cientifica
tomar precauciones
para minimizarlos

jando con genes de la toxina de
Bacillus thuringensis (en colabo-
racién con el CIRAD de Mont-
pellier) para introducir resisten-
cia a lepidépteros. Los ensayos
realizados estdn muy avanzados
y esperamos disponer de lineas
de clavel resistentes el préximo
afio para poder realizar los ensa-
yos de campo correspondientes.
En el caso del melén, uno
de los problemas més graves de
este cultivo son las virosis. Por
ello, utilizando como sistema
morfogénico los cotiledones de
semillas maduras, se han obteni-
do una serie de plantas trans-
génicas a las cuales se les ha in-
troducido el gen de la proteina
de la cdpside del virus CMV. Va-
rias de dichas plantas han pre-
sentado una gran resistencia en

los ensayos de inoculaciéon con
las cepas de virus mds frecuentes
en nuestro pais. La obtencién de
semillas de estas plantas resisten-
tes durante el afio pasado nos
permitird realizar un ensayo de
campo durante este afio con el
fin de evaluar la eficacia de la
introduccién de la resistencia.

Asi pues, disponemos en
nuestro Instituto de plantas
transgénicas de clavel y de me-
16n las cuales podran ser utiliza-
das en los programas de mejora
de las empresas colaboradoras,
una vez superen todas las prue-
bas establecidas por la normativa
vigente para este material.

Haciendo una valoracién
global de las ventajas e inconve-
nientes de las plantas trans-
génicas podemos decir que ten-
drdn una gran aplicacién en el
desarrollo futuro de la agricultu-
ra y la alimentacién. Sin embar-
go, como todo progreso de la
ciencia, esta técnica esta asocia-
da a posibles riesgos y corres-
ponde a la comunidad cientifica
tomar todas las precauciones
para minimizarlos. Es necesario
también aumentar el nivel de in-
formacién sobre este tema tanto
para superar prejuicios y alarmis-
mos infundados, como para exi-
gir las medidas de proteccién
que sean convenientes.
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