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PRESENTACION

El Comité Nacional de la Red Regional de
Cooperacién en Educacién Superior y Capacitacién
Agropecuaria y de los Recursos Naturales Renovables (REDCA),
compenetrado de 1la importancia que revisten para nuestro
pais los constantes avances tecnolégicos, especialmente los
relacionados con el campo agropecuario, decidié organizar un
evento para conocer y dar a conocer nuevos conocimientos y
técnicas en el area de la biotecnologia.

En los 1iltimos afios, las técnicas biotecnolégicas
han evolucionado en forma acelerada y con resultados
sorprendentes. Sin embargo es facil comprender que aitin
desconocemos los efectos que a la larga pueden suceder y que
pudieran poner en peligro el mismo desarrollo agropecuario
ya sea por que los avances sean tan grandes que se escapan
al control de 1los cientificos e investigadores o que
pudieran ocasionar 1la pérdida de nuestros germoplasmas
autéctonos.

De todas formas, el tema es de gran actualidad e
interés para nuestros profesionales, a quienes fue dirigido
es Seminario, para fomentar el interés en conocer algunos
aspectos sobre “Biotecnologia y 1las Ciencias Agricolas,
Avances y Aplicaciones”.

El Comité Nacional de REDCA con la colaboracién de
profesionales de 1la FAUSAC y con la participacién de
distintas instituciones, conform6 el Comité Organizador,
integrado por relevantes personalidades de reconocido
prestigio que han mantenido y realizado trabajos
relacionados con las técnicas biotecnolégicas.



Este Comité, auxiliado por 1la Representacién de
CATIE en Guatemala, elaboré un programa con los objetivos y
temas a tratar, asi como un 1listado de profesionales
extranjeros y nacionales para que dictaran conferencias.

Deseamos dejar constancia de nuestro sincero
agradecimiento por el importante aporte proporcionado por
AID Guatemala, el cual nos permitié invitar a destacados
conferencistas de Estados Unidos, México, Peri, Costa Rica,
Francia vy por supuesto Guatemala. Asimismo nuestro
agradecimiento al Rector Magnifico de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, a 1la Asociacién Nacional del Café
(ANACAFE), quienes también nos brindaréan valiosos aportes y
por tltimo a la Universidad del Valle que nos proporcioné
sus instalaciones para la realizacioén del evento.

El Conmité Nacional de REDCA espera haber
contribuido en algo positivo con la comunidad cientifica
guatemalteca, en cuyas Rmanos depositamos el presente
documento, concientes de que 8o0lo representa un prinér
esfuerzo y aproximacién a tan fascinante como complejo tenma,
como lo es la Biotecnologia.

Ing. Bladimiro Villeda S.
Representante y Coordinador
de CATIE en Guatemala



INTRODUCCION

Nos encontramos en la actualidad al inicio de wuna
“revolucion tecnolégica” que sigue a la “revolucién verde”
de la década pasada y que seguramente tendra efectos, ain en
gran parte imprevistos, sobre la agricultura a nivel mundial
y, particularmente, sobre la agricultura y 1la vida de los
habitantes de los paises subdesarrollados.

Se entiende por biotecnologia, en el sentido estricto,
todas aquellas técnicas que utilizan organismos vivos o
substancias derivadas de ellos para fabricar o modificar un
producto. Algunas técnicas recientes asociadas con la
biotecnologia en 1la agricultura son el cultivo de tejidos,
la fusién de protoplastos (células vegetales desprovistas de
pared celular) o hibridaciéon somatica y las manipulaciones
de ADN (&cido desoxiribonucleico), el material genético
recombinante o ingenieria genética. Las aplicaciones de
estas técnicas pueden incidir sobre la produccién primaria
(mejoramiento de plantas y fijacién de nitrégeno) o sobre la
bioconversiétn de productos y deshechos agricolas para la
produccién de alimentos.

La biotecnologia es una consecuencia directa del
desarrollo de 1las técnicas y conceptos de 1la biologia
molecular el cual se basa en el avance de las ciencias
biolégicas y se produce en forma vertiginosa a partir del
descubrimiento de 1la naturaleza y estructura del material
genético a mediados del presente siglo. A diferencia de lo
que sucedié aen la época de 1l1la revolucién verde, una gran
parte de las investigaciones en biotecnologia se realizan en
laboratorios privados, mnuchos de ellos subvencionados por
las grandes compafiias multinacionales productoras de
quimicos para la agricultura, y los procedimientos y
resultados derivados de éstas estén protegidos por patentes
comerciales. En este sentido, la revolucién biotecnoloégica



podria contribuir a hacer ain mas grande la brecha que nos
separa de los paises industrializados y a aumentar nuestra
dependencia.

Con relacién a esta problemética, en un articulo
titulado "La Biotecnologia y el Tercer Mundo™ aparecido
recientemente en El Correos de la UNESCO (marzo, 1987. p.
23-33) A. Sasson hace las siguientes recomendaciones:

1. Establecer prioridades y objetivos econdémicos que
permitan obtener el mdximo beneficio de 1los recursos

existentes mediante una politica y un programa nacional
bien definidos;

2. Adaptar y aplicar en la escala adecuada una biotecnologia
barata, de probada eficacia, de fdcil transferencia vy
adaptable a las condiciones locales;

3. Asociar los nuevos procedimientos de la biotecnologia con
los métodos clasicos de probada eficiencia; vy,

4. Formar una comunidad cientifica local capaz de utilizar
- las técnicas mnas avanzadas y de adaptarlas a la
investigacion de problemas locales.

Es claro que la cooperacion internacional,
particularmente 1la cooperacién regional, resulta ser
fundamental en 1la promocién y transferencia de 1la nueva
biotecnologia. Este Seminario-Taller organizado por REDCA
nos brinda la oportunidad de reunirnos con eminentes
investigadores de diférentea paises para conocer sobre la
situacion actual de 1los avances asi como de discutir
criticamente sobre 1las implicaciones de los mismos para el
desarrollo de 1la ciencia y 1la agricultura en nuestros
paises.

Esperamos que de las Conclusiones y Recomendaciones de
este evento surjan directrices para la formulacién de las
politicas que regiran la investigacién y la aplicacién de la

biotecnologia en nuestro medio.

Dr. Luis Mejia
Presidente, Comité Organizador



POLIMORFISHO DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION (RFLP):
APLICACIONES AL MAPEO CROMOSOMICO Y AL MEJORAMIENTO GENETICO
DE LAS PLANTAS.

Luis Mejia
Facultad de Agronomia, USAC
Guatemala

A. Introduccién

La nueva tecnologia de ADN recombinante ha permitido
realizar grandes avances en mnuchas areas de la biologia.
Una de estas es el uso de fragmentos de ADN como marcadores
genéticos para seguir segmentos cromosémicos a través de
diferentes cruces. El polimorfismo en el largo de los
fragmentos de restriccion (“"restriction fragment length
polymorphismn” o RFLP) depende de la variacién natural en las
secuencias de bases en el ADN. Esta nueva tecnologia podria
tener un gran impacto en la genética y en el mejoramiento de
las plantas.

B. Polimorfismo en el largo de los fragmentos de restriccién
(RFLP)

La informacién genética de todos los organismos esta
contenida en 1l1la secuencia de nucle6tidos del ADN de 1los
cromosomas nucleares y el genoma de los organelos. A pesar
de que el ADN es capaz de replicarse con un alto grado de
fidelidad, existen diversos mecanismos que introducen
cambios mutacionales a esta informaciéon. Es tal la oantidad
de ADN en una célula eucariética que dos organismos nunca
son idénticos en 1las secuencias de bases del ADN que
conforman su genona. Existe por lo tanto un alto grado de
variabilidad a este nivel en las poblaciones vegetales.

Una forma de determinar y de utilizar esta variacién

natural és mediante la digestion del ADN vegetal con ciertas
nucleasas provenientes de microorganismos llamadas enzimas



de restriccion, las cuales reconccen secuencias de
nucleétidos especificas, llamadas sitios de restriccion, en
las que introducen cortes para producir fragmentos. El
nimero y el tamafio de los fragmentos producidos por la
digestién con una enzima particular reflejan la distribucién
de 1los sitios de restriccién en una molécula de ADN
particular. Los fragmentos de restriccién pueden ser
separados de acuerdo a su tanano.por electroforesis en gel
de agarosa y pueden ser visualizados en forma de baras de
luz ultravioleta después de su coloracién con bromuro de
etidio. Cuando la molécula de ADN es pequeiia, como en el
caso del ADN de cloroplastos, la cantidad de fragmentos es
pequefia, alrededor de 40 en caso de cloroplastos, y el
patrén de restriccién es fdcilmente discernible. Los ADN de
cloroplastos que difieren en la secuencia de bases por
substituciones de estas o0 por rearreglos causados por
inserciones, deleciones o inversiones, produciran fragmentos
de restriccion de diferentes tamaiios, estas diferencias se
conocen como polimorfismo en el lafgo de los fragmentos de
restriccién o RFLP y pueden ser usados como una medida
directa de la variabilidad genética.

o v , _

El andlisis de RFLP también puede ser aplicado al
ADN cromosémico, sin embargo, es mas complejo debido a que
como producto de una digestiétn se generan millones de
fragmentos los cuales no pueden distinguirse el uno del otro
y después de su revelacién aparecen como una mancha
continua. El uso de sondas de ADN para hibridacion permite

discriminar fragmentos especificos y detectar de esta manera
diferencias en el ADN de diferentes organismos.

C. Bibliotecas de Sondas

Para visualizar los RFLPs del ADN nuclear se
utilizan pequefios segmentos de ADN como sondas para detectar
por hibridaci6én fragmentos de restriccién especificos. Kl
primer paso en el uso de esta técnica es la preparacién de



las sondas mediante la construccién de lo que se conoce como
una biblioteca genomial. Se aisla el ADN de la especie bajo
estudio, se digiere con una enzima de restriccién y se
separan fragmentos pequeilos (de 2 a 5 kilobases). Para
obtener una buena cantidad de cada uno de estos fragmentos y
poder utilizar como sondas, estos se “clonan®” 1ligéndolos
individualmente a un plasmido ¥y luego trasformando réplica
el plasmido en cada division para formar un clon, al aislar
el plasmido de un cultivo de bacterias transformadas se
obtiene una gran cantidad de cada fragmento de restriccién

para ser usado como sonda de hibridacién.

Las sondas son usadas para detectar RFLPs en
preparacidnes de ADN nuclear para lo cual primer@ se aisla
el ADN, luego se digiere con una enzima de restriccion y se
fracciona por electrcforesis. El ADN de los fragmentos se
denatura por tratamiento alcalino y se transfiere a un
filtro por un proceso que 8e conoce como transferencia
“Southern” (o "Southern bottling” por ser similar a 1la
transferencia de un parrafo escrito con tinta fresca a un
papel secante). El filtro es sondeado con una sonda de la
biblioteca previamente denaturada y marcada radioactivamente
con fésforo 32. La sonda se hibridiza con los fragmentos en
el filtro que muestren homologia, el sitio de hibridacién es
revelado por autoradiografia.

D. Construccién de Mapas Genéticos con RFLPs

Al cruzar dos progenitores se produce una Fl de
naturaleza hibrida, ambos genomas se recombinan en esta
durante la meiosis y al autofecundarse la F2 resultante
contendra cromosomas que Son mosaicos de diferentes
segmentos de los cromosomas originales. Este proceso de
recombinacién permite hacer mapas cromosémicos en base a dos
principios.



1) Los segmentos cromosémicos que se encuentran localizados
en diferentes cromosomas s8e recombinan independien-
temente.

2) Los segmentos cromosémices lccalizados en el mismo
cromosoma, 0 ligados, se recombinan con una frecuencia
que depende de la distancia fisica que los separa.

Los mapas cromosdémicos convencionales se han
realizado con marcadores que s8e expresan fenotipicamente,
tales como en el color de la flor, la altura de la planta,
las caracteristicas del endosperma, etc. La recombinacién
de estos marcadores morfolégicos durante la formacién de
gametos permite inferir el comportamientc de los segmentos
cromosémicos a los cuales se encuentran ligados de manera
indirecta. Los marcadores moleculares, como 1los RFLPs,
permiten seguir a los segmentos cromosémicos directamente.
Hediante su uso es posible visualizar el genotipo de 1la
planta directamente y no indirectamente a través del
genotipc que es producto de 1la accién génica. Los
marcadores moleculares segregan de igual manera que los
marcadores convencionales, de acuerdo a los mismos
principios Mendelianos, por lo cual sus patrones de
segregacion pueden analizarse con las herramientas
tradicionales del analisis genético

Los marcadores moleculares tienen muchas ventajas
sobre los marcadores morfolégicos para la construcci6n de
mapas genéticos, tales como ser una forma de variacién
natural que se presenta en altos niveles, pueden ser
analizados en cualguier parte de la planta y en cualguier
fase de desarrollo, no se produce efecto fenotipico, una
sola poblaci6én producto de un solo cruce es suficiente para
la construccién de un mapa detallado, no hay efecto del
ambiente porque no hay expresién génica, tampoco hay
dominancia u otras interacciones génicas.



En la actualidad se cuenta con mapas de RFLPs para
varias plantas de importancia en la agricultura, tales como

arroz, malz y tomate (ver referencias especificas).

E. Uso de RLFPs en el Mejoramiento Genético de las Plantas

Los mapas con RFLPs pueden ser muy itiles en el
mejoramiento genético de las plantas cuando se utilizan
conjuntamente con marcadores convencionales de importancia
econ6mica, de esta manera es posible realizar una seleccidn
indirecta de los mismos. Cuando se desea seleccionar un gen
particular, pero s8u seleccién directa es dificil por uno u
otro motivo, es8 posible seleccionar uno o més marcadores
RFLP ligados estrechamente con éste. La seleccién indirecta
puede ser ventajosa por ejemplo en la seleccién de alelos
recesivos o en la seleccién de pléantulas en una fase
temprana de desarrollo.

Los caracteres cuantitativos, determinados por
varios gehes localizados en diferentes cromosomas, con
efecto aditivo y grandemente influenciados por el ambiente,
son dificiles de analizar por métodos mendelianos

convencionales.

Les marcadores RFLP permiten realizar una diseccién
genética de estos caracteres y correlacionarlos con
segmentos cromosémicos especificos para lﬁego seleccionar
aquellos segmentos con efecto positivo e introducirlos en un
mismo individuo. De esta manera se vuelve posible, por
primera vez, analizar los caracteres cuantitativos, entre
los que se cuentan la mayoria de caracteristicas de
importancia agronémica, por medio del andlisis mendeliano
convencional.
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CONSERVACION “in vitro"” DE GERMOPLASMA

Nelson Espinoza Ramirez
Centro Internacional de 1la Papa
Pera :

La preservacion de germoplasma es una medida de
asegurar la disponibilidad de material genético cuando las
necesidades lo requieran. '

Para la mayoria de los cultivos propagados sexualmente,
la semilla es la forma apropiada de conservar germoplasma,
debido a su bajo contenido de humedad que permite a 1las
células del embrion vivir en condiciones minimas cuando se
les somete a bajas temperaturas de almacenamiento.

Pero existen otros cultivos para los que su propagacién
sexual es dificultosa, ya sea que sus semillas tienen una
viabilidad muy baja o porque segregan en una tasa muy alta y
por lo tanto no se puede conservar el genotipo. Este tipo
de cultivos se propagan vegetativamente por medio de
esquejes, estolones, tubérculos, bulbos, rizomas, cormos,
estacas e injertos.

Por lo tanto conservar material genético bajo estos
sistemas de propagacién vegetativa demanda:
- Amplios terrenos de cultivo
- .  Manejo agronomico apropiado
- Bquipo y magquinaria para preparacién del terreno
- Fertilizantes y pesticidas
- Mano de obra intensa
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Con una duracion de 1la conservacién limitada y con los
riesgos de que sea destruido por plagas, infecciones
(bacterias o virus), cambios atmosféricos intempestivos
(heladas, sequia).

Es aqui donde la técnica de conservacién "in vitro"
Juega un papel muy importante, donde 1la planta entera o
segmentos de ella pueden ser almacenadas por periodos
prolongados sin que sufran alteraciones o pérdida de 1las
caracteristicas genotipicas.

Las células aisladas, protoplastos y los callos son
explantes gque presentan variabilidad genética en alto grado,
por lo gque no pueden utilizarlos para conservar germoplasma.
Son los meristemos y las yemas de las plantas, los explantes
mids estables que se conocen y se usan para esta técnica.

La conservacién “in vitro” se puede catalogar en tres
tipos: conservacién a corto, mediano y largo plazo. La
conservacién a corto plazo utiliza los mismos medios de
cultivo que se usan en la micropropagacién y se puede
mantener el germoplasma por periodocs que varian entre unas
semanas hasta 3 6 4 meses y, por consiguiente, es necesario
hacer transferencias a medios frescos frecuentemente.

La conservacién a mediano plazo prolonga las
transferencias a medio fresco entre 2 a 5 aflos, dependiendo
de las especies a preservarse. Para conseguir este
objetivo es necesario usar temperaturas por debajo de las
que normalmente se utilizan para la micropropagacién, y se
asocian a medios de cultivo para crecimiento minimo. Estos
medios reducen el metabolismo de las plantas por stress
osmético o porque contiene inhibidores del crecimiento. Las
sustancias quimicas frecuentemente usadas para causar stress
osmético  son el manitol y el sorbitol, y como inhibidor el
dcido abscisico.



La conservacién a largo plazo usa el método de 1la
criopreservacién, en donde los procesos nmetabélicos
préacticamente se inactivan a temperaturas de -196°C logradas
con el nitrogeno liquido. Se puede postular que se puede
almacenar por periodos indefinidos. Debido a que el
metabolismo celular esta copletamente suspendido, el tiempo
o la duracion del proceso de criopreservaci6én no afecta la
posterior sobrevivencia de 1los tejidos. Los periodos
criticos para 1la sobrevivencia de los tejidos se presentan
en el momento mismo del enfriamiento o en el
descongelamiento.

La planta que se quiere criopreservar debe someterse a
un pretratamiento de varios digs a temperaturas de 4 a 5°C,
para obtener mejores resultados en todo el proceso. Luego
se escinden wmeristemos o yemas, las cuales se incuban con
sustancias crioprotectoras con la finalidad de evitar 1la

formacion de coristales de hielo dentro de las células. Los
crioprotectores se adicionan gradualmente para evitar la

plasmo]ljsis y se realiza dentro de un bano de hielo.

Entre los crioprotectores mas usados estan el glicerol,
dimetil sulféxido (DMS0), etilenglicol, glucosa, etc.
Cumplido el pretratamiento, se procede a 1la etapa de
congelamiento que puede ser de tres tipos:

- Rapido, donde 1la tempertura decrece entre 5Pa 120°C
cada minuto hasta alcanzar los -198°C.

- Lento, donde 1la temperatura decrece entre 0.1 a 16°C
cada minuto.

- Combinado, en donde se congela en forma lenta hasta que
se alcance la temperatura -40°C y de ahli en adelante se
procede a congelar rédpidamente hasta -196°C.
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Para el procemo de congelamiento se necesitan envazen
resistentes a temperaturas bajas en donde se colocaré el
explante inmerso en el crioprotector. Existen equipos para
criopreservacién, que donde estédn programados los sistemas
de congelamiento segin las necesidades y que realizan todo
el proceso en forma automatica.

Cuando se requiere descongelar el explante, se somete
el envase que lo contiene a un bafio de agua a 40°C hasta que
tome la temperatura ambiente, luego se procede a sembrarlo
en los medios de micropropagacién. Dependiendo de 1las
especies, estado fisiol6gico del explante y un procedimiento
adecuado de criopreservacioén, el éxito del proceso va de un
60 a 60X.

En todos 1los procesos citados de conservacién de
germoplasma se recomienda hacer un control electroforético
(proteinas totales, isoenzimas), para determinar si en el

periodo de almacenamiento pudo haberse producido cambios que
afecten el genotipo.

Una condicion que debe tenerse en cuenta para conservar
dermoplasma es que el material debe estar 1libre de
patogenos. En caso que el material esté contaminado con
patégenos, se procederd a su limpieza antes de someterlo a
conservacién "in vitro”.

Los hongos ¥y bactericidas son controlables por
funjicidas y antibi6éticos antes de pasar la planta a
condiciones "in vitro".

Para limpiar de virus una planta se puede usar la
termoterapia asociada al cultivo de meristemos. Rl proceso
consiste en someter la planta constantemente a temperaturas
altas (en papa se usa 30°/38°C; en camote 34°/48°C) por un
periodo de 30 dias, 1luego se cortan segmentos individuales

13



de tallo que contengan un nudo. Se esterilizan estos
segmentos con alcohol seguido de hipoclorito de calcio por
15 minutos. Se procede a lavar los segmentos con agua
estéril y se escinden los meristemos bajo un estereoscopio,
en condiciones de asepcia.

El meristemo debe ser 1o mas pequeiio posible para
evitar que contenga tejido vascular que es por donde =se
transportan los virus; 1la temperatura alta inhibe 1la
replicacién de los virus. El meristemo aislado es
sembrado en medios de cultivo apropiados bajo los cuales se
desarrolla, y en algunas semanas se obtiene una planta
completa. Esta planta se micropropaga para tener material
suficiente para poder realizar las pruebas de deteccién de
virus.

Las plantas indicadoras, las pruebas serolégicas
(latex, ELISA), 1la microscopia electronica nos ayudan a
comprobar la eliminacion de los virus.

Es el material libre de patogenos el que se debe
utilizar para ser conservado *in vitro” y para el
intercambio de germoplasma entre paises. También es usado
para obtener material para micropropagacién para abastecer
de semilla pre-bésica a los programas nacionales de
certificaciodn.
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INGENIERIA GENETICA

Dr. Miguel A. Go6mez L.
CINVESTAV-IRAPUATO
México :

La Ingenieria Genética consiste en la manipulacién y
transferencia de genes a organismos heter6logos, con el fin de
conferir caracteristicas nuevas. Estas pueden ser de resistencia
de plagas O para mejorar el contenido nutricional. Esta
metodologia nacié como un complemento para los métodos de
Fitomejoramiento Tradicional. La combinacién de ambos métodos
puede producir resultados impactantes y desventajas de ambos
(Tabla 1).

La transferencia de genes a plantas puede llevarse a cabo de
diversas maneras en nuestros dias. Sin embargo, el método que ha
dado los mejores resultados es el uso de Agrobacterium
tumefaciens. Esta bacteria, que normalmente se encuentra en el
suelo (de ahi el nombre), es capaz de infectar algunas partes
aéreas de muchas plantas (principalmente dicotiledéneas) y de
provocar tumores. Esto se debe a la transferencia de un segmento
de ADN, el T-ADN, al genoma de la planta y su integracién. El
T-ADN contiene genes tumorales y genes para producir opinas. Lasm
opinas son derivadas de aminoécidos y sirven como fuente de
carbono y nitrégeno para las bacterias.

Los genes tumorales codifican enzimas que sintetizan  los
reguladores del orecimiento Auxinas y Citocininas, 'las cunales
inducen la proliferacién celular incontrolada.

El T-ADN es parte del pléstimo Ti (Tumor-Inducing), presente

en Agrobacterium. El pTi contiene, ademds, un grupo de cinco
operones llamados genes de virulencia. Estos genes se expresan

15



como respuesta a la produccion por la planta de unos compuestos
fenélicos. Bstos compuestos se sintetizan en la planta como
respuesta a heridas. De tal manera, que 1la infecci6én de 1la
planta, por 1l1la bacteria, produce heridas que estimulan la
sintesis de los compuestos fenélicos, los que a su vez inducen la
expresion de los genes de virulencia. Estos causan la
transferencia de T-ADN a 1la planta, el cual se encuentra entre
dos bordes (ver Figura 1). Estos bordes, de 25 pares de bases
(pb) cada uno, son los “Marcadores Moleculares“. Cualquier
frnglentb de T-ADN contenido entre ambos bordes serda transferido
al genoma vegetal. El 1lugar de integracion es aleatorio e
influird en el nivel de expresion del ADN transferido.

Actualmente los vectores utilizados, todos derivados del
pTI, se han modificado, removiendo los genes indeseables como los
tumorales y dejando s0lo las funciones esenciales para la
transferencia; por ejemplo: bordes, genes de virulencia, origenes
de replicacibén, etc.

Una vez teniendo el gen de interés, se transfiere al
pldsmido Ti entre los dos bordes. Este pldsmido "recombinante” se
usaré después para transformar bacterias, las que infectarén el
material vegetal adecuado. Este puede ser explantes de hoja,
meristemos o protoplastos. Después de su cultivo y regeneraciébn,

serd necesario efectuar diversas pruebas sencillas para confirmar
la transformacién.

Siguiendo esta metodologia, actualmente en el CINVESTAV-
IRAPUATO se realizan diversos proyectos, principalmente
encaminados a producir plantas resistentes a diversas plagas. A
continuacién se enumeran algunos proyectos, aclarando que todos
ellos estan en desarrollo:
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La bacteria Pseudomonas syringae P.V. Phaseolicola produce
la “Faseolotoxina”, 1la cual inhibe a 1la Ornitin Carbamoil
Transferasa (OCTasa), enzima involucrada en la sintesis de
aminodcidos. La toxina puede causar necrosis y muerte total

de la planta hospedera (frijol). Bajo ciertas condiciones la
bacteria produce una OCTasa resistente, ya que la toxina
puede afectar el metabolismo bacteriano. La estrategia ha
sido aislar el gene que codifica para la enzima resistente a
la toxina, lo que ya ha s8ido hecho y su posterior
transferencia a frijol. De esta manera habra frijoles

resistentes a Pesudomonas.

También se esta trabajando con Bacillus thuringensis. Esta
bacteria, al esporular produce un cristal con propiedades

entomopatégenas. Se tiene 1la ventaja de que distintas
variedades del Bacillus pueden matar especificamente a
distintos tipos de insectos (dipteros, lepidépteros,
colebdpteros, etc.). Recientemente se aislé el gene que
codifica para la proteina que forma el cristal y se
transfiri6é a tabaco (el sistema modelo). Las plantas
“"transgénicas”™ obtenidas fueron completamente resistentes a
ingsectos. Ahora se trabaja para la obtencién de tomate y
frijol resistentes.

Para obtener plantas resistentes a hongos se trabaja
actualmente en la transformacion de plantas (frijol, tabaco,
tomate) con genes aislados para Quitinasa y B-1,3 Glucanasa.
Los sustratos para ambas enzimas no se encuentran en
plantas, pero =son componentes mayoritarios de las paredes
celulares de muchos hongos fitopatégenos. Por ello, se
espera que el hacer que estas plantas tengan niveles altos
de ambas enzimas, les confiera resistencia contra hongos.
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- Igualmente existe otro proyecto encaminado a aislar 1los
genes de proteinas de almacenamiento del amaranto (ricas en

aminoédcidos esenciales) y su tranferencia a plantas con bajo
contenido de estos aminacidos, como maiz.

Como puede verse, todos los proyectos involucran problemas
relevantes para México y se basan en plantas con importancia
econb6mica y social para el pais. Como decia al principio, 1la
Ingenieria Genética es una herramienta que en combinacidén con el
Fitomejoramiento Tradicional y otras metodologias puede
contribuir decisivamente a resolver problemas en paises
subdesarrollados, pero no debe considerarse como la panacea.



Tabla 1. Ventajas y desventajas de Fitomejoramiento Tradicional y
la Ingenieria Genética.

Fit . jento Tradicional I ieria Genéti

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Exito probado en
muchas especies

Suficiente personal
capacitado

Escala de tiempo
prolongada para su
aplicacién

Uso restringido a
especies compatibles

Ocacional pérdida de

caracteres benéficos
originales
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Escala de tiempo para

su aplicacién menor que
en el otro caso

No existe barrera

interespecifica

Su uso puede limitarse
con sistemas multigéni-
cos

poco personal entrenado

necesidad de infraes-
tructura especial

Exito a comprobarse a
escala comercial



EVIDENCIA Y APLICACIONES DE ISOENZIMAS EN POBLACIONES
VEGETALES '

Leslie D. Gottlieb
Departamento de Genética
Universidad de California, Davis

A. Naturaleza, localizaciop subcelular y gdenéetica de
isoenzimas.

Las isoenzimas pueden ser utilizadas para identificar
un alto ndmero de gdenes los cuales pueden ser usados en el
estudio de diversos problemas en genética, en evolucién, en
ecologia, asi como en aplicaciones en agricultura. Las
isoenzimas son proteinas enzimaticas generalmente
codificadas en el nidcleo de 1la célula vegetal y que
funcionan en diferentes compartimientos subcelulares, por
ejemplo, cloropalastos, mitocondrias, microsomas o en el
citosol. Apesar de estar localizadas en diferentes partes de
la célula, las isoenzimas catalizan la mnisma reaccidn
quimnica. En el estudio de 1las isoenzimas es necesario
conocer su herencia o genética, asi como su estructura o el
nimero de polipeptidos que componen a la enzima. En las
plantas existe un nimero conservado de isoenzimas, el mimero
de genes que determinan estas isoenzimas es el mismo en
todas las plantas, este nimero se ha conservado debido a que
el metabolismo se ha conservado (Fig. 1).

Para realizar un anaélisis genético, se cruzan
individuos que presentan diferentes formas de 1la =misma
enzima, formas que tengan diferente mobilidad
electroforética, y se analiza la segregacién de las
diferentes isoenzimas representadas éstas por bandas en
diferentes posiciones. El resultado del anélisis genético es
una identificaciétn de qué enzimas estédn determinadas por
alelos en el mismo 1locus y cuales por diferentes loci. El
uso de }soenzinas como marcadores genéticos permite que el
genotipo de un individuo pueda determinarse con solo una
pequefia cantidad de tejido, 1los genes que determinan las
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enzimas se expresan en todos los tejidos de las plantam, el
genotipo puede determinarse inmediatamente después de 1la
germinacién. Otra ventaja es que los genes sSe expresan
siempre de manera que ambos alelos pueden ser observados al
mismo tiempo. Estos son féciles de identificar porque sus
productos tienen diferente mobilidad electroforética.
Existen generalmente un alto mimero de alelos en el mismo
locus y éstos muy raramente tienen algin efecto sobre la
morfologia o 1la fisiologia, es posible muestrear cientos de
individuos y muchas poblaciones en un corto periodo de
tiempo. Varias isoenzimas pueden ser también evaluadas en el
mismo cruce (Fig. 2).

B. Variacion electroforética en poblaciones vegetales
Hasta ahora se han estudiado un total de 450 especies
que representan una gran variedad de géneros (Tabla 1). Para
describir la variacién se determina la proporcién de genes
que son polimérficos, es decir, la proporcién de genes que
tienen por 1lo menos dos alelos. Es una poblacién promedio.
- Usando muestras muy grandes 8O ha encontrado que
aproximadamente 1/3 de los genes tienen al menos dos alelos.
Otra forma de describir la variabilidad en una poblacién es
por medio de 1l1la probabilidad de que un individuo =sea
heterocigota en un locus promedio, es decir que sea portador
de dos alelos distintos. En 1las poblaciones vegetales
alrededor de 10-11X de 1los genes en un individuo promedio
tendrén dos alelos. Si estudiamos 20 o 40 genes esto
'significa que esencialmente cada individuo es geneéticamente
diferente. En general las plantas parecen ser mas variables
que los animales, por ejemplo, la heterocigocidad promedio
en vertebrados es al /;ededor de 52 y en invertebrados,
primordialmente insect;s. es alrededor de 18X. Alrededor de
80X de 1las diferencias dentro de las especies se encuentran
dentro de una misma poblacién y no entre diferentes
poblaciones, las que difieren entre si en s6lo 22X. Muchos

factores influencian el grado de variacién, por ejemplo, la
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geografia, las especies que se distribuyen en un amplio
dmbito geografico son en general mds variables (Tabla 2).
Otro factor importante que afecta la cantidad y distribucién
de la variabilidad es el sistema reproductivo, las especies
alogamas, que se reproducen fundamentalmente por fecundacién
cruzada, son casi dos veces mas variables que las especies
autogamas. En ouanto a 1la distribucién de la variabilidad,
puede decirse que si la especie es altamente autogama, las
poblaciones tienden a ser més diversas entre si que si la
planta se reproduce por fertilizacion cruzada. Con respecto
a la forma de vida de 1la especie, puede notarse que los
grandes &rboles leifiosos, los datos con los que se cuenta son

principalmente de coniferas, son extremadamente variables
(Tabla 3).

C. Aplicaciones de las isoenzimas en biologia de 1la
evolucién y genética.

La Figura 3 indica algunas de las aplicaciones de las
isoenzimas. La maleza compuesta del género Trogopogén
proporciona el mejor ejemplo del origen reciente de un
tetraploide, de 1lo que sucede cuando se combinan genes de
los progenitores diploides en el derivado tetraploide. El
diploide Dubius y el diploide Pratensis se hibridizan para
producir el tetraploide Miscellus, el cual expresa las
isoenzimas de ambos progenitores (Fig. 4). Los genes
contribuidos por ambos progenitores se expresan en el
tetraploide. El anédlisis de isoenzimas requiere del
conocimiento del nivel de ploidia, cuando éste no se conoce
puede simplemente contarse el .nimero de isoenzimas y, si
éste es mayor que el numero conservado, puede inferirse que
se trata de un poliploide, aGn sin haber hecho el recuento
cromosomico ya que el atributo importante de un poliploide

es el nimero de genes que posee y no el mimero de
Cromosomas.



Tambien es posible determinar el grado de identidad
entre diferentes poblaciones. Las isoenzimas pueden usarse
para identificar a los progenitores de una especie, lo cual
es critico para entender la evolucién de nuevos atributos en
la especie. El maiz y el teosinte proporcionan un ejemplo de
un cultivo y su ancestro silvestre que 8on comunes en
Guatemala. Durante muchos afios ha existido una controversia
nuy intensa sobre el origen del malgz, esta controversia se
debe a que el maiz es muy diferente a cualgquier planta
silvestre. Se ha creido que el maiz evolucioné a partir de
la hibridacién entre teosinte y otra planta silvestre,
también se ha argumentado que el teosinte se derivo del maiz
Y que el maiz es muy antiguo, se han presentado ain otros
puntos de vista. El problema ha sido resuelto finalmente
mediante el uso de isoenzimas. Los teosintes de México y

Guatemala Zea mavs subespecie mexicana y subespecie
parviglumis son distintos en términos de isoenzimas, en el

occidente de Guatemala existe la variedad parviglumis
llamada Huehuetenanguensis 1l1la cual también es muy distinta.
En México existe.una divisién geogrdfica formada por una
franja volcénica, arriba de 1,709 mn. se encuentra la
subespecie mexicana y abajo de los volcanes se encuentra la
subespecie parviglumis. Se han identificado algunas
poblaciones de otra especie llamada diploperennis, éste es
un maiz perenne el cual es diploide y tiene el mismo nimero
cromosémico que el maiz cultivado, y de la especie perennis
que es un tetraploide. Esta separacién taxonémica de 1las
diferentes especies y subespecies fue posible mediante el
estudio de sus isoenzimas. En un estudio de maiz de México y
Guatemala que incluyé alrededor de 109 accesiones y
aproximadamente 23 isoenzimas, se encontré que 21 de éstas
eran polimérficas y que el gen promedio exhibia muchos
alelos, hasta 7 de ellos. El maiz es entonces una planta
extremadamente variable, 1la mayoria de alelos se encuentran
s6lo en ‘'de 1 a 5 accesiones y tienen una frecuencia
relativamente baja, de manera que en la naturaleza s6lo se
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encuentran 1 o0 2 veces en cada 198 individuos. Algunos
alelos por el contrario son muy frecuentes, alrededor de 10%
de 1los genes se encontraron en todas 1l1las accesiones
estudiadas. Es posible determinar el grado de similitud de
las diferentes poblaciones y por medio de un andlisis

cluster determinar qué grupos son més similares y el grado
de similitud. En maiz se encontré una correlacién muy alta
entre.especies o subespecies y la similitud de isoenzimas.
La conclusién del estudio anterior fue que el maiz es
indistinguible de Zea mays subespecie parviglumis, el maiz
cultivado se deriva de esta subespecie la cual se encuentra

en la vegetacion natural y muy raramente hibridiza con el
malz.

Ademnés de estudiar las relaciones entre teosintes y el
malz, ha sido posible estudiar las diferentes variedades de
maiz y encontrar la relaciéon entre ellas. Por ejemplo,
debido al analisis de isoenzimas se sabe que 1la variedad
llamada “Northern Flint“”, cultivada en el este de 1los
Estados Unidos, es muy similar al maiz cultivado en el
suroeste, Arizona, Nuevo México, y seguramente se deriva de
alli. La otra variedad, cultivada en el sureste, Alabama,
Florida, es 1llamada “Southern Dent” y se deriva del maiz
cultivado en el sur de México y fué llevado al sur de los
Estados Unidos por los Espafioles. E1 “Southern Dent” y el
“Northern Flint” son muy diferentes en terminos de
isoenzimas, ambos se hibridizan para producir el "Midwestern
Dent” que es el principal maiz cultivado en 1los Estados
Unidos. |

El analisis de isoenzimas también ha sido usado para

estudiar la relacion entre pares de especies. La Tabla 4
lista todas las especies en las cuales se conoce con certeza

que una especie particular genetica es una medida de 1la
probabilidad de que si se toma un alelo de una especie y
otro de otra especie, 6stos sean iguales. En el primer caso
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listado la identidad ea de 94X, lo cual indicm que lau don
especies estan estrechamente emparentadas. De esta manera es
posible reconocer a los progenitores de una especie, lo cual
es importante s8i se quiere entender 1la evolucién de 1la
especie o0 la evolucién de la morfologia o de la fisiologia.

Las isoenzimas también han sido usadas para examinar
especies del mismo género cuando éstas muestran diferente
morfologia. En Hawaii existen especies de varios géneros que
crecen en diferentes habitats y tienen aspector muy
diferentes, 8in embargo, loz resultados electoforéticos
indican que a nivel genético son casi idénticas (Tabla 5).
En este caso son las isoenzimas las que revelan la verdadera
similitud genética, 1la morfologia se adapta a diferentes
habitats y no revela 1la filogenie. Entonces, la apariencia
de 1la planta no siempre refleja su genotipo, 1a
electroforesis de enzimas es una manera mucho més directa de
analizar los genes.

La planta anual del género Stephanomeria en la familia
Compositae que crece en el este de Oregén proporciona un
ejemplo del uso de las isoenzimas en genética ecolégica. En
su habitat, esta planta se encuentra en diferentes tamafios,
con diferencias en produccion de semilla que varian hasta en
mil veces a uno. Se recolectaron las plantas mé&s pequenas y
las més grandes con el objeto de determinar el origen de la
diferencia en tamafio. Al estudiar los alelos en un nimero
grande de genes y calcular las frecuencias genotipicas no se
observé mayor diferencia entre ambas. Al crecer la semilla
de estas plantas bajo condiciones uniformes y medir el
tamafio de la progenie tampoco se encontré ninguna
diferencia. La conclusién es que las diferencias observadas
inicialmente pueden ser atribuidas al habitat local de estos
individuos.



En cuanto a aplicaciones de las isoenzimas en genética
agriccla (Fig. ©5), una posibilidad es 1a construccién de
mapas cromosémicos y la deteccién de 1ligamiento con genes
que determinan resistencia a enfermedades, esterilidad
masculina u otros genes de interés agronémico. Es posible
también identiricar 1ligamiento entre genes que determinan
caracteres cuantitativos, como requerimiento, y genes que
afectan a isoenzimas particulares. Usando isoenzimas para
distinguir diferentes cultivares, es posible estimar
proporciones de alogamia, identificar plantas hibridas
inmediatamente después de la germinacién y sin tener que
esperar hasta la floracion en programas de mejoramiento. Es
posible supervisar 1los cambios en variabilidad genética en
programas de mejoramiento para evitar las consecuencias de
la depresion endogémica. Es posible realizar estudios en los
parientes silvestres de los cultivos, si se encuentra una
alta variabilidad en isoenzimas existe una alta probabilidad
de encontrar genes interesantes para resistencia a
enfermedades, para rendimiento, etc. En tomate, por
ejemplo, se ha encontrado ligado al gen peroxidasa 2 un gen
para esterilidad masculina y este ligamiento es tan
estrecho, 1X, que es posible determinar la peroxidasa en una
Plantula y si se obtiene el alelo correcto, el ligamiento
garantiza 1la presencia del gen de esterilidad. Otro
ligamiento importante en tomate es entre una fosfatasa y la
resistencia a nematodos.

He tratado de describir diferentes aplicaciones de la
isoenzimas en poblacibnes naturales y en la agricultura. El
uso de la electroforesis para separar isoenzimas es
relativamente barato y puede obtenerse una gran cantidad de

informacion al identificar y mapear genes para usarlos de la
manera que he descrito.



Quisiera, para terminar, hacer un comentario sobre el objeto
de este seminario. Espero que su interes por 1la
biotecnologia no 1los conduzca a un descuido de la biologia.
Recuerden que en biotecnologia, primero estd biologia ¥y
después la tecnologia. Existen mnuchas plantas y animales
maravillosos que habitan en Guatemala y creo que es muy
importante que entrenen y edugquen a sus estudiantes para que
aprecien y valoricen sus recursos locales. En Guatemala
tienen la oportunidad de colectar a los parientes silvestres
de muchas plantas cultivadas, tienen una biota tropical muy
bella que necesita ser inventariada e identificada.
Finalmente, yo creo que es muy importante que continuemos
recordando la importancia de la conservacién al mismo tiempo

que hacemos biotecnologla. Buena suerte.
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FIG.

La estructura en subunidades afecta el nimero de
banda en heterocigota

La comportamentalizacién subcelular revela 1la
homologia evolutiva

La conservacién del nimero permite el

reconocimiento de genes duplicados y niveles de
polidia

1. ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS ISOENZIMAS

Los genotipos pueden determinarue oon coxntidudoes
pequeilas de tejido de cualquier parte de la planta
a cualquier edad

Expresiétn genética codominante

Identificacién rapida de alelos individuales

El nimero de alelos es generalmente alto

Los efectos epistaticos o pleiotropicos
generalmente ausentes

Efectos deletéricos generalmente ausente

Son posibles muestras poblacionales con altos
nimeros

Pueden evaluarse mnuchos loci isoenzimicos en un
solo cruce

FIG.2 VENTAJAS DEL USO DE LAS ISOENZIMAS COMO
MUESTRADORES GENETICOS
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1. Descripcién de 1la variabilidad genética en
poblacién natural

2. Estimacién de 1a identidad genética entre
poblacién, especies

3. Identificacién de filogenética en especies
progenitoras-derivadas

4. Identificacién de progenitores diploides de
especies alopoliploides

S. Identificacién de "micro-especies”
8. Identificaciétn de “especies hibridas” diploide

7. Determinacién de nivel de poidia cuando el mimero
cromosémico es ambiguo

8. Identificacién de genes duplicados (y consecuente
linaje monopolitico en las especies)

9. Identificacién de ligamentos genético-
conservadores en especies divergentes

18. Genética ecolégica: probar la “aleatoriedad” de

los procesos demograficos (por ejemplo:
Supervivencia de tamafio de la planta, fecundidad,
longevidad)

11. Correlacionar propiedades bioguimicas de las
alozimas y los requerimientos del "habitat”

FIG 3. APLICACION DE LAS ISOENZIMAS EN BIOLOGIA
EVOLUCIONARIA Y GENETICA



DUBIUS (N=6)

MISCELLUS (N=12) MIRUS (N=12)
PRATENSIS PORRIFOLIUS
(N=86) (N=6)

FIG. 4 ALOTETRAPLOIDIA EN TROGOPOGON

Construccioén de mapas génicos: maiz, tomate,
cebada, trigo.

Identificar ligamento entre 1loci isozimicos vy
resistencia a enfermedades o esterilidad
masculina.

Identificar ligamento entre "loci para caracte-
risticas cuantitativas” y "loci isqzinicos".

Identificar y distinguir cultivares.

Estimar tasas de polinizacién cruzada.

. Identificar plantas hibridas en programa de

mejoramiento.

Supervisar cambios en variabilidad en programa de
mejoramiento.

Evaluar parientes silvestres de cultivos como
nuevas fuentes de variabilidad.

FIG. 5 APLICACION DE ISOENZIMAS EN GENETICA
AGRICOLA



TABLA 1. VARIACION ELECTROFORETICA EN PLANTAS
(449 Especies/185 Géneros)

Loci Pplinorficos (X) 34.00
Nimero o promedio de alelos/locos 1.53
Interegociada Eperada (%) 11.30
Diversidad genética entre poblacién B.22
Diversidad Benéiica dentro de la poblacion .78

From Hamrick & Godt, 1989. Allozyme diversity in
plant species. En Brown A.H.D, M.T. Clegg, A.L.
Mahler Y. B.S. Weir (EDS) Population genetics and
germplasm resources in crop improvement. Siraver
press, Sunderland, Mass. P. 2-40.

TABLA 2. VARIACION ELECTROFORETICA EN FUNCION DE
DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Loci No. Alelos Heterocigocidad
n Polimorficos Locus esperada
Endémnica 100 26 1.4 6.3
Estrecha 115 31 1.4 18.5
Regional 188 36 1.6 11.8
Amplia 85 43 1.7 15.9

From Hamrick & Godt 1989
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TABLA 3. VARIACION ELETROFORICA EN FUNCION DE SISTEMA REPRODUCTIVO Y FORMA DE VIDA

Loci No. Alelos Heteregocida  Diversidad
n Polimorficos Locus Esperada Entre pob.
Sistema Reproductivo
Autogama 113 20 1.3 1.4 8.51
Alogama 164 38 1.5 12.4 8.2t
Forsa de vida
Anual 187 30 1.5 18.5 .30
Vida corta
Perenne:
Herbacea 159 28 1.4 9.6 8.23
Lefiosa il 3 1.6 9.4 ---
Vida larga |
Perenne:
Lefosa 115 50 1.8 14.9 .08

Froa Haarick & Godt, 1989
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TABLA 4.  IDENTIDADES BENETICAS ENTRE ESPECIES PROGENITORAS DERIVADAS

Progenitor Derivado 1 Elelos  Referencia
Unicas

Stephanoseria exigua 5. malheurensis 8.94 1 Gottlieb 1973

subsp. coronaria

Clarkia biloba C. lingulata  0.88 2 Gottlieb 1974

Gaura longiflora 6. demareei 8.99 2 Gottlieb & Pliz

Coreopsis nuecensoides C. nuecensis  0.97 [ Crawford & Smith

Coreopsis basalis C. wrightii 0.92 4 * ‘

Layia glandulosa L. discoidea  0.90 8 Gottlieb et al

1985

Lasthenia minor L. maritima 0.89 1 Cranford et al
1985

Camassia scilloides C. angusta 8.98 2 Ranker &
Schnabel 1986

Cirsius canescens C. pitcheri 8.78 ] Loveless &
Hamrick 1988

Erythronius albidua E. propullans .88 5 Pleasants & Wendel 1989
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TABLA 5. IDENTIDADES GENETICAS ENTRE ESPECIES LENOSAS
PERENNES DIVERGENTES MORFOLOGICAMENTE

LOCALIDAD TAXA I

REFERENCIA

Hawaii Bidens spp. 9.96

Tetramolopium spp. 6.95

Dubautia (n=13
species) 9.95

Juan Fernandez
Is., Chile Dendroseris spp. 2.99

Helenurm &
Ganders 1985

Lowrey &
Carwford 1985

Witter & Carr
1988

Crawford et al
1987




MEJORAMIENTO GENETICO EN MUSA SP. CON EL USO
DE LAS TECNICAS DE CULTIVO DE TRJIDOS Y DE FITOPATOLOGIA

Jean-Vincent EKSCALANT
IRFA-CIRAD/CATIE

Introduccion

Las musaceas comestibles en América Latina y el Caribe,
ademnés de ser elementos importantes en la dieta, tienen una
especial significancia econémica al ser una actividad
generadora de empleo, divisas e ingresos fiscales.

Sin embargo, existen serios problemas que limitan una
produccién eficiente: a) MHal de Panamé (Fusarium oxysporum
var CUBENSE), b) Sigatoka Negra (MNycosphaerella fijiensis),
c) virosis, d) nematodos, etc. .

La mayoria de las musaceas comestibles son triploides
partenocérpicos y, por 1l1lo tanto, su multiplicacion es
asexual. La baja variacién genética, debida a la condicién
partenocérpica, dificulta su mejoramiento por vias
convencionales. En este sentido, el uso de métodos de
cultivo "in wvitro” con objetivos de mejoramiento genétioo
son una de las posibilidades. Las metodologias para 1la
obtencién de plantas de Musa a partir de apices vegetativos
y del cultivo de embriones cigdoticos estian bien definidas.
Los intentos de regeneracién de plantas previos al cultivo
de callo y de células, han fracasado en la mayoria de los
casos. Sin embargo, el uso de la embriogenesis somética, el
cultivo de células, el cultivo de protoplastos, 1la
fertilizacién "in vitro“ y 1la induccién de mutaciones "in
vitro” y posterior diferenciacién seria de gran utilidad
debido a 1la variacion que se podria generar. Si existen
dificultddes en el establecimiento de todas esam tegnicas,
algunos resultados ya fueron obtenidos.
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1. Cultivo "in vitro" de embriones cigoticos de Musa sp.

El cultivo “in vitro™ de embriones puede ser muy util
en un programa de mejoramiento genético por vias
convencionales (cruces interespecificos). Asi, en el caso de
hibridizacién interespecifica, el rescate de embriones
posibilita recuperar plantas completas. Ademés para la
aplicacion de las técnicas de haplométodos (fecundacién
artificial, doblamiento con colchicina, etc.) el dominio
adecuado de la germinacién "in vitro“ de diploides es de
vital importancia.

1.1. Cultivo in vitro de embriones de Husa (4)
1.1.1. Métodos

Las semillas utilizadas son recogidas desde 80 dias
después de 1la fecundacién hasta la maduracién completa del
fruto. El fruto es colocado en una solucién de hipoclorito
de calcio al 8X durante 206 minutos. Después de tres
enjuagues, las semillas estén extraidas, y los embriones
aislados. En caso de frutas o de semillas muy sucias, los
embriones aislados pueden ser desinfectados en una solucién

de hipoclorito de calcio a 1X durante 10 minutos.

Dos medios bésicos son utilizados: un medio G
(germinacién), contiene las sales de Murashige y Skoog (5),
con sus macroelementos reducidos a la mitad. Ademas,
vitaminas de Morel (1950), 60 g/1 de sacarosa y 7 g/l de
Agar Difco. El pH debe ser ajustado a 5,8 con NaoH o HC1l (1
N, 8.1 N). El segundo medio C (crecimiento) se distingue
del primero por la no dilucién de las sales de M.S. y por
tener la concentracién de sacarosa reducida a 40 g/1. Cada
tipo de medio puede ser enriquecido con diferentes hormonas
tales como: AIA, Picloram, BAP.



En condiciones “in wvitro", sobre el medio de
germinacion después de 4 o 5 dias, el embrion adquiere una
coloracién café, esto indica el inicio activo de las
fenoloxidasas. Es la primera manifestacién de la viabilidad
y de la germinacién in vitro. Los embriones que se mantienen
blancos jamés germinan. La germinacién propiamente dicha
ocurre después de 8 a 10 dias de cultivo y se manifiesta por
el desarrolo de la gémula.

2. Embriogénesis somédtica en Musa sp.

La investigacién sobre embriogenesis somédtica en
bananos y pldtanos (6,7,8,9) ha finalizado en una
embriogenesis mds o0 menos atipica, con embriones que no se
desarrollan en una planta completa. Sin embargo, hace poco
tiempo, algunos autores (10,11) lograron obtener una
embriogenesis tipica con un desarrollo de los embriones asi
obtenidos.

2.1. Embriogenesis somédtica en Musa sp (12)

Este trabajo fue realizado a partir de embriones
cigéticos de diferentes especies diploides. Los ovarios se
lavan y se desinfectan con alcohol de 78° durante 3 minutos.
Luego se realiza un tratamiento de 20 minutos en una
solucién de hipoclorito de sodio (8° cloro). Después de
tres enjuagues con agua estéril, se aislan los embriones.
En realidad es muy dificil de aislar el embrion. En el caso
de semillas, de 40 o 50 dias después de la fecundacién, si
los embriones no son orientados quedan =muy pequeiios. Asi
que se aisla el embrion con una parte del tegumento interno.

Dos medios han sido utilizados durante la primera fase
del cultivo (mds o menos 2 meses) el medio se compone de las
sales de M.S. Los embriones inmaduros producen, después de
dos meses' en el medio con picloram, un callo compuesto de

dos partes: una de color anaranjado y otra més compacta y
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blanca. El callo blanco se desarrolla lentamente, esta
epidermisado y se diferencia en su superficie de los
embriones sométicos. Esa diferenciacién tiene 1lugar sin
cambio de medio ni aportacién de citocinia. La produccion
continua de embriones somaticos se obtiene con el
mantenimientc de los callos sobre el medio con picloranm.

El callo embriogénico se caracteriza por la presencia
de una gran cantidad de proteinas de reservas en el
citoplasa. Un analisis en HPLC de estas proteinas revela
una gran cantidad de arginina (14X del total de los amino-
écidos). Eso es similar a la tenor que se encuentra en los
embricnes cigétices. Asi que una cantidad de mis o menos
15X de arginina en un callo podria ser considerada como un
marcador caracteristico de embriogenesis. Asi se podria
hacer una seleccién muy rédpida de los callos.

3. Suspensién de células

Exito en el establecimiento de suspensién de células fue
obtenido por el uso de diferentes materimles: callos
embriogénicos, flores masculinas y cormos de plantas in

vitro.

3.1. Suspensiones de callos embriogénicos

Las suspensiones estin establecidas en erlen meyer
conteniendo 30 =ml de medio M.S., vitaiinas de Morel,
hormonas (Picloram 2 mg/l o 24-D 1lmg/l), y sacarosa 30 g/l.
Los erlen se ponen sobre un agitador a 80 rpm. Después de 2
6 3 meses las suspensiones se filtran para eliminar 1los
fragmentos de callos. Un rdpido incremento de la cantidad
de células ocasiona su separacién en tres nuevos frascos
cada dos meses. Las suspensiones pueden ser mantenidas asi
més de un aiio. De vez en cuando 1l1las células se prueban en



diferentes medios de regeneracién. Esos medios pueden ser

tanto liquidos como sélidos. Aunque hemos hecho muchos
ensayos, por el momento no hemos logrado la formacién de
embriones somidticos y tampoco de pléntulas.

Sin embargo, cuando las células estan aplicadas sobre
un medio dicho de calogenesis se puede recuperar un callo
que presenta todas 1las caracteristicas embriogénicas.
Ademds, se puede observar en la superficie de esos callos el
desarrollo de pequeiios nédulos blancos y epidermisados.
Esos nédulos podrian ser embriones somAticos en formacién.
Asi esperamos lograr la obtencién de plantulas. Todos estos
datos nos permiten ser optimistas sobre el desarrollo futuro
de esa via.

3.2. Suspensiones con flores masculinas.

El uso de flora masculina como explante para iniciar
suspensiones celulares parece una via promisoria. Las
flores escogidas son muy Jjévenes (las primeras 25 a partir
del meristema floral). El cultivo se hace en erlen meyer de
125 ml con 30 mtodavia no hemos logrado una regeneracién de
embriones o plédntulas. Sin embargo segin los resultados ya
obtenidos por: el profesor MA (Taiwan) parece que estamos muy
cerca del éxito.

3.3. Suspensiones con segmentos de cormos (3)

En este caso se utiliza segmentos de cormos de
plédntulas "in vitro". Para estimular la formacién de callo
a partir de cormo, se colocan en el medio s6lido de S.H.
(Schenck y Hildebrandt) con dicamba a 6 mg/l. El cultivo
se hace en obscuridad. El callo inducido de cormo
prestodavia no hemos logrado una regeneracién de embriones o
plantulas. Sin embargo segtin los resultados ya obtenidos
por el profesor MA (Taiwan) parece que estamos muy cerca del
éxito.

39



3.3. Suspensiones con segmentos de cormos (3)

En este caso se utiliza segmentos de cormos de
plantulas "in vitro”. Para estimular la formacién de callo
a partir de cormo, 8e colocan en el medio sé6lido de S.H.
(Schenck y Hildebrandt) con dicamba a 6 mg/l. El cultivo
se hace en obscuridad. El callo inducido de cormo presenté
una coloracién cremosa desde el inicio y aparece en forma de
pequefias estructuras globulares en las mérgenes del
explante. En los cultivos en suspensién y en presencia de
luz fue evidente a 1los 15 dias una total disgregracién de
los callos y la suspensién adquirié un cambio de coloracién,
tornéndose amarillenta. Transcurridos 22 dias se notaron en
la suspensién, pequeiias estructuras redondas y semiredondas
de coloracién blanca, luego amarillenta y finalmente verdes.
El cambio frecuente de estas estructuras a un medio de
diferenciacién permitié observar en algunos casos la
regeneracién de raices y en otros la formacién de
estructuras unipolares, que posteriormente se transformaron
en plantas completas. Sin embargo, no existen una relaciébn
de proporcionalidad entre la cantidad de estructuras
observadas con potencial para transformarse en plantas y lo
que realmente se logra regenerar. No obstante, 1los
resultados son promisorios y 1la investigacién en este
sentido continua. Actualmente las plantas regeneradas a
partir de callo se encuentran en invernadero.

4. Presién de seleccidn

La utilizacién de las técnicas de cultivo de tejidos
"in vitro” para la creacién de nuevas variedades resistentes
o tolerantes a una determinada enfermedad causada por un
hongo, una bacteria o un virus estd4 documentada en 1la
literatura. Los ejemplos son: caiia de azidcar (14,15), maiz
(16,17) y papa (18). En todos los casos las variantes han
sido obtenidas a partir de callos embriogénicos, suspensién
de células o protoplastos, después de realizar presién de

seleccién “in vitro”. La utilizacién de presién de
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seleccién a nivel de cultivo de callos o suspensién celular
presenta varias ventajas: hacer una escongencia en las
células y los callos y asi evitar poner miles de plantas al
campo para descubrir dentro de tantas plantas aquellas que
presentan alguna tolerancia o resistencia a la Sigatoka
Negra. Con la finalidad de aplicar presién de seleccién, en
el caso de enfermedades fungosas, se pueden utilizar varios
agentes de seleccién como 1lo son: micelio, conidios,
ascosporas, estracto 1ligquido del hongo o toxinas. Trabajos
efectuados en otras plantas muestran el interés en 1la
utilizacién de una toxina. En el caso de los bananos y
pldtanos otras alternativas de trabajo pueden ser factibles,
mientras investigacién sobre el aislamiento de una toxina se

lleva a cabo.

CONCLUSION

Los recientes adelantos en el cultivo “in vitro"” de las
nusaceas, tal como embriogénesis somatica y, suspensién de
células hacen posibles que el cultivo in vitro sea parte
integral de programas de mejoramiento de 1los bananos, los
plitanos y los diploides en Musa sp.. El cultivo de tejidos
debe estar ahora dirigido hacia la obtencién de plantas a
partir de suspensiones de celulares después de la
utilizacién de una presién de seleccién.
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LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

Juan José Pefia Cabriales
CINVESTAV-IRAPUATO

México

La fijacién biolégica de nitrégeno se refiere a 1la
utilizacién de nitrégeno atmosférico por microorganismos
procariéticos. Consecuentemente, cuando este fenomeno se
explota adecuadamente adgquiere relevancia agronémica ya que
representa una alternativa en el uso de fertilizantes
quimicos nitrogenados. Entre 1los sistemas simbiéticos
fijadores de N2 (Azolla-Anabaensa; plantas actinorricidas-
Frankia; leguminosas-Rhizobium) destaca la simbiosis que se
establece entre algunas plantas leguminosas y bacterias de
los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium no solo por la
importancia de esta familia de plantas en la produccién de
alimentos y forrajes sino también porque 1la simbiosis
constituye un modelo de estudio de 1l1la interaccidén planta-
microorganismo.

En relacién al microsimbionte (Rhizobium) se han
descrito alrededor de 50 genes bacterianos que participan en
el proceso de nodulacién y fijacién de nitrégeno. Sin
embargo, las funciones bioquimicas de la mayoria de estos
denes se desconocen. En Rhizobium la mayor parte de los
genes simbiéticos tanto para 1la nodulacién como para la
fijacién de nitrégeno, se encuentran localizados en
pldsmidos, moléculas circulares extracomosomales de ADN de
tamaiios variables.

En relacién a la planta huésped un grupo de proteinas

son sintetizadas como respuesta a la infeccién por

Rhizobiuim. A estas proteinas se les denomina nodulinas. Las
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nodulinas pueden ser divididas en dos grupos: 1) tempranas:
aquellas que son expresadas al principio del desarrollo del
nédulo y se cree que juegan un papel importante en el
proceso de infeccién bacteriana, la transduccién de seiiales
y en la estructura del nédulo; 2) tardias: aparecen cerca
del momento en que la fijacién de nitrégeno ocurre y parecen
funcionar en el proceso mismo de fijacién y en la
asimilacién del nitrégeno.

Los estudios sobre fijacién de N2 en leguminosas
cultivadas hasta ahora realizados permiten con frecuencia
identificar con méds confiabilidad aquellos cultivos y/o
condiciones que requieran de atencién y estudio para la
optimizacién del sistema simbidético en el campo. Por ejemplo
con base en resultados generados en México se ha logrado'
estimar que alrededor de 131x180 3 son de N entran anualmente
al sistema agricola mexicano via fijacién bioldégica, esto es
considerando exclusivamente a las leguminosas cultivadas.
Luego entonces, lograr un aumento del 18X en la tasa global
de fijacién de N2 a nivel nacional justificaria plenamente

nuestro esfuerzo.

En el caso particular de frijol, leguminosa de vital
importancia para Latinoamérica, se ha demostrado a traves
del uso de técnicas nucleares (15 N) que 1la capacidad
fijadora de N2 varia fuertemente entre genotipos,
reportandose valores que van desde 5 a 50X del contenido de
N en 1la planta como proveniente de 1la atmégfera. Esta
variabilidad hace atractivo los programas de mejoramiento
rendientes a aumentar las propiedades simbiéticas (fijacién

de N2) de variedades comerciales de frijol.
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La diversidad de genotipos presentes en Latinoamérica
con frecuencia va acompaiiada de una riqueza similar de la
poblacién del Rhizobium especifico. Esta riqueza genética en
ambos simbiontes implica que los esfuerzos por o ptimizar y
recomendar combinaciones particulares entre cultivables y
cepas deberdn formularse de tal forma que esta “reserva”
biolégecia no se vea afectada. Asi, en México las poblaciones
nativas de R. phaseoli alcanzan en algunos sitios hasta 10°
células por g. de suelo. En términos generales presentan
ademds una gran diversidad en cuanto a sus propiedades
ecoldégicas y simbiéticas.

Los estudios genéticos sobre el microsimbionte, indican
que existen dos tipos principales, aunque ambos establecen
simbiosis efectiva con frijol. Bésicamente, el tipo I se
caracteriza por tener varias copias de los genes nitrogenasa
y un rango de plantas hospederas estrecho, mientras que
cepas del tipo II tienen una copia udnica de los genes de
nitrogenasa y un rango de plantas hospederas mas amplio. Por
otro lado, 1la infromacién sobre diferencias entre los dos
tipos de cepas en cuanto a competitividad, capacidad

saprofitica y comportamiento ecolégico es bastante escasa.

Es importante mencionar que a través del uso de
técnicas de biologia molecular se ha reportado ya, aunque
con ciertas reservas, que se ha mejorado genéticamente
algunas cepas del tipo I obteniéndose aparentemente una

mejor capacidad para competir con algunas cepas nativas.

Desde el punto de vista agrondmico es importante
destacar que el cultivo de frijol con frecuencia ocurre en
zonas donde 1la agricultura se ve 1limitada por lo escaso e
irregular de 1la precipitacidén. Los estudios referentes a la
obtencién'de materiales resistentes a sequia indican etapas

en el desarrollo del cultivo de mayor suceptibilidad al
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agobio y aunque se cuenta ya con materiales promisorios
aparentemente resistentes, poco se conoce del comportamiento
de estos materiales en cuanto a fijacién de N2. Asimismo,
los estudios fisiolégicos que se realizan empleando
genotipos contrastantes en su susceptibilidad a sequia
generando informacién interesante sobre los mecanismos que
las plantas poseen para enfrentar las condiciones de agobio.

La problemAtica en torno al cultivo del frijol ilustra
claramente la necesidad de desarrollar investigacién con
enfoques multidisciplinarios, enfoques que permitan
optimizar la infraestructura con la que ya se cuenta, no
s6lo en materia de 1laboratorios bien equipados y personal
altamente calidicado, sino también en la riqueza natural de
la simbiésis Rhizobium leguminosa.
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LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES Y LA
FERTILIZACION IN VITRO COMO TECNICAS BIOGENETICAS PARA
CONSERVAR, MULTIPLICAR Y DIFUNDIR GERMOPLASMA CRIOLLO

EN PELIGRO DE EXTINCION

Richard Taylor
Area de Ganaderia Tropical
CATIE, Costa Rica

De 1898 cuando Heape logré la primera transferencia de
un embrién en conejos, del tracto reproductivo de una hembra
al de otra, a 1988, esta técnica se ha convertido en un
valioso instrumento para estudiar el proceso reproductivo en
las especies domésticas.

La transferencia de embriones en bovinos desde
entonces, s8e ha convertido en una técnica biogenética
importante. Una de las principales ventajas estriba, en la
posibilidad de aumentar la capacidad reproductiva de una
ternera o vaca valiosa, reduciendo el intervalo generacional
lo que facilita vy acelera el proceso de seleccién,
aumentando de esta manera la progénie en donadoras jb6venes.
La técnica hace posible también, que algunas vacas
genéticamente valiosas pero infértiles debido a
enfermedades, lesiones o edad, tengan cria.

El procedimento consiste en superovular a una donadora
con hormonas, para inducir el desarrollo y la maduracién de
varios foliculos simultédneamente. Los 6vulos 1liberados y
fertilizados, son removidos de la donadora mediante técnicas
qQquinrirgicas y no quirirgicas, y transferidos a vacas
receptoras para llevar la gestacién a término.



Los aspectos mids relevantes, en lo que la transferencia
de embriones esta contribuyendo a la produccién animal
moderna son:

a) La expansién genética rapida con base en el nicleo
bovino.

b) El aumento de la intensidad de seleccién de hembras.
c) El aumento de la tasa de gemeralidad.

d) El transporte internacional de genoma diploide con bajo
riesgo de transmisién de enfermedades.

e) La reduccién del intervalo generacional mediante 1la
fertilizacién in vitro de ovocitos prepuberales.

£) La reduccién drastica del tiempo de estudios de
interaccién genético-ambientales, materno-fetales y
feto-fetales.

Una de las principales consideraciones en todo programa
que involucre la transferencia de embriones en ganado bovino
es la superovulacién, la cual mediante la estimulacién
ovédrica, activa el desarrollo y maduracién simulténea de una
cantidad aceptable de ovocitos fertilizables. Sin embargo,
uno de 1los mayores problemas encontrados es la respuesta
impredecible de los animales al tratamiento superovulatorio.
La complejidad de la variacién individual ha sido enfatizada
en varios trabajos.

El primer paso en 1la mayoria de 1los tratamientos
superovulatorios en ganado bovino, es la administracién de
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preparaciones con actividad biolégica tipo hormona foliculo
estimulante (FSH), 1la cual se debe administrar a la donante
varios dias antes del estro (natural o inducido) y en
cantidades suficientes como para provocar la maduracién de
10 a 20 foliculos. Aunque es posible inducir la maduracién
de maAs foliculos con gonadotropinas exégenas, la recoleccibn
y la fertilizaciém de un mimero mayor a 20 ovocitos se
dificulta significativamente.

Parte del problema encontrado en la superovulacién, es
el poco conocimiento todavia existente acerca del patrén de
crecimento del foliculo preovulatorio y 1la falta de
informacién cuantitativa precisa, sobre los factores
hormonales involucrados en el ciclo estral de 1la hembra
bovina.

Las gonadotropinas han sido extensamente utilizadas
como estimulantes del desarrollo folicular. Las méds
frecuentemente empleadas son las gonadotropinas del suero de
la yegua prefiada (PMSG) y la hormona foliculo estimulante de
origen porcino (FSH-p), 1la accién de 1las cuales se
encuentran condicionada a respuestas variadas de acuerdo al
esquema de aplicacién y las variaciones de un lote a otro,
aunque algunos investigadores no han encontrado diferencias
significativas al comparar la respuesta producida por ambas.
La superovulacién en ganado bovino puede ocasionar
desbalances en los perfiles hormonales, en 1la
esteroidogénesis folicular y en el desarrollo normal
embrionario, resultando en la produccién de embriones de
mala calidad. Estas anormalidades se han atribuido en parte
a los animales donadores y también a la pureza y actividad
biolégica de las gonadotropinas disponibles en la
actualidad.



Parte de 1la variacién observada en ia respuesta del
ganado bovino a la PHMSG o FS-P, se debe también a la
dificultad para anticipar con suficiente certeza, cuando va
a ocurrir el estro después del tratamiento con
gonadotropinas. Este problema ha sido en parte superado a
través del uso de prostagladinas exégenas (PGFz2); mediante
la administracién de PGFz2, 72 horas después de iniciada la
estimulacién con FSH-P, las donantes entran en celo
generalmente dos dias después. El intervalo entre 1la
administracién de gonadotropinas y PGFz2, influye
significativamente en el proceso ovulatorio.

Existen varios régimenes para fertilizar donadoras.
Aunque 1la mayoria de los investigadores prefieren 1la
fertilizacién por monta natural o la inseminacién artificial
(I.A.) con semen fresco, esta no es posible en la mayoria de
casos, especialmente cuando se quiere utilizar sementales
valiosos, por lo que debe recurrirse al uso de semen
congelado. Cuando se utiliza la monta natural o el semen
fresco, un servicio en el momento de observado el celo, en
lugar de dos o tres inseminaciones con semen congelado, es
suficiente para garantizar la fertilizacién de los ovocitos
producto del proceso superovulatorio.

Para la recuperacién de los embriones se han utilizado
técnicas quinirgicas y no quirdrgicas. Las primeras fueron
desarrolladas por el grupo de investigadores de Cambridge,
Inglaterra, siendo ésta reeplazada més tarde en la mayoria
de los centros de investigacién por técnicas no quiridrgicas,
las cuales aseguran una mayor vida productiva de 1las
donadoras al evitar adherencias y coiplicaoiones pos-
operatorias.
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Los primeros resultados alentadores con técnicas no
qQquirdrgicas fueron publicados por Sugie et al., quienes
trabajaron arduamente para mejorar la técnica de
recoleccién. Los métodos no quirdirgicos se basan
principalmente en dos sistemas: uno abierto, empleando
jeringas para lavar cada cuerno uterino y otro cerrado, el
cual utiliza la fuerza de la gravedad para pasar el medio de

lavado a través de los cuernos uterinos.

0zil et al., usando 1los dos sistemas, obtuvieron una
eficiencia de recoleccion del 60 X con la técnica abierta,
en comparacién al 53 X con la técnica cerrada. Aunque los
resultados no s8e consideraron signifitavios estadistica-
mente, estos autores sugirieron que la aspiracién del
liquido de 1lavado puede incrementar el nmimero de embriones
recuperados por donante. Sin embargo, otros investigadores
no han observado diferencia alguna entre estos dos métodos.
Independientemente del sistema empleado, Goncalves et al.,
obtuvieron una mejor eficiencia cuando colectaron los

ovocitos 8 dias después de haber sido fertilizados.

Segin Saumande et al., el cultivo in vitro de embriones
de mamiferos comenzé con el trabajo de Bracket en Bélgica,
quien en 1913, cultivé por primera vez blastocistos de
conejo. El descubrimiento de Whitten en 1957, que 1los
embriones de ratén de 2 células podrian cultivarse hasta el
estado de blastocisto, en solucién fisiolégica salina
suplementada con albimina sérica bovina y lactato de sodio,
inicié 1a revolucién en el estudio de embriones
preimplantados de mamiferos. El trabajo posterior se basé,
en el uso de este medio con embriones de ratén, 1lo que
condujo posteriormente al desarrollo de procedimientos e
investigaciién en criopreservacién, microdiseccién y 1la

produccién de quimeras y animales trasgénicos. Todos estos
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procedimientos tienen interés actual o potencial en 1la
investigacién que gira alrededor de 1la transferencia de
embriones.

Existen dos situaciones en donde el cultivo de
embriones bovinos cobra especial interés e importancia para
la investigacién actual. La primera es el cultivo de
mérulas a blastocistos, para examinar la viabilidad
embrionaria después de procedimientos tales como la
criopreservacién, microcirugia y micromanipulacion. Los
embriones bovinos pueden cultivarse desde el estado de 8
células o mérula, hasta el estado de blastocisto en solucién
salina amortiguada de fosfato (PBS) y suplementada con suero
fetal bovino microinyectados con ADN, se cultivan hasta el 8
o 18 células en medio suplementado con suero. El desarrollo
continuado de ovocitos bovinos de 1 o 2 células en medios de
cultivo, e en la actualidad parcialmente exitoso a nivel
experimental.

La criopreservacién de embriones en nitrégeno ligquido a
-196xC y la descongelacién rapida de los mismos tiene varias
ventajas y aplicaciones. La sincronizacién de recipientes
se hace innecesaria, debido a que los embriones se mantienen
en un banco, siendo transferidos o implantados cuando las
vacas 0 novillas recipientes entren en celo de manera
natural. La criopreservacién también proporciona un método
rdpido y seguro de transporte de genoma diploide. En
programas de mejoramiento genético, mientras que los
embriones permanecen en un banco de germoplasma congelados,
las diferentes lineas genéticas pueden probarse con'base en
caracteristicas productivas.
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La solucién PBS enriquecida, similar a la utilizada en
el almacenamiento en frasco, ha s8ido empleada para 1la
congelacién de embriones, con la utilizacién de 1.5 a 2.0 M
de dimetil sulféxido (DMSO) o glicerol 1.6 M como
crioprotectores. Los resultados obtenidos indican que no
hay diferencias significativas en la efectividad
crioprotectora al comparar el DMSO con el glicerol. El
congelamiento de embriones de -30xC a -198xC no afecta la
tasa de sobrevivencia de 1los mismos siempre y cuando esta
maniobra vaya precedida del descogelamiento rédpido en agua a
36xC.

La produccién de linaje de sexo conocido, ha sido la
meta de 1la industria de transferencia de embriones desde el
inicio. El progreso logrado en la separacién de
espermatozoides machos y hembras (x-y) para inseminar
donadoras ha sido poco; se podria decir que la investigacién
en este campo se encuentra en sus estados iniciales. Un
método ahora en estudio el cual ha arrojado especifico de
los machos denominado antigeno de histocompatibilidad Y(H-
Y), el cual esta presente en los embriones recuperados. El
antigeno H-Y se comienza a expresar en embriones de 8
células, encontridndose preferentemente en el estado de
mérula, haciéndose dificil su deteccién en el estado de
blastocisto. La prueba indirecta de inmunofluorescencia
para detectar el antigeno H-Y, es compatible con 1la
sobrevivencia vy continuo desarrollo del embrién; la

efectividad de la misma se encuentra ahora en 84X.

La produccién de un mimero adecuado de embriones
viables en hembras donadoras, todavia constituye un
obstdculo serio para el uso mis eficiente y comercial de 1la
transferencia de embriones. La mayoria de los experimentos
han fallado en dar una explicacién aceptable a este
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fenémeno. Sin embargo, recientemente se ha encontrado que
los andlisis de 1los perfiles de progesterona (Ps) ¥y
embrionaria, han revelado desviaciones de 1los perfiles
endocrinos normales en los animales superovulados,
sugiriéndose una posible relacién entre los perfiles de P4 ¥
LH con 1la calidad de los aparentemente asociados con una
respuesta superovulatoria pobre y a efectos deletereos sobre
la viabilidad embrionaria.

Con el advenimiento de la criopreservacién de
embriones, se ha incrementado el movimiento de germoplasma a
nivel internacional, con lo cual ha aumentado la posibilidd
de introducir enfermedades ex6ticas a paises importadores.

Para que la transmisién de una enfermedad infecciosa
ocurra via embrionaria, el agente patégeno tienen gque ser
transferido 1) en el embrion per se 2) dentro o adherido a
la zona pelicida del embrién y 3) en el medio dentro del
cual el embrién es transferido. La més peligrosa de todas
las posibilidades es la de que el embrién per se transfiera
el patégeno(s). Sin embargo, pocos patégenos han sido
encontrados en ovocitos. Adicionalmente, aunque muchos
patégenos se han detectado en el semen, estos se han
encontrado en el liquido seminal y no asociado con los
espermatozoides. Por lo consiguiente, se acepta
generalmente que 1la infeccién de los gametos no constituye
un factor significativo en infecciones embrionales.

Teéricamente, el potencial de transmisién de
enfermedades a través del embrién es menor que a través del
animal vivo o0 del semen. Dependiendo de 1la especie, los
embriones son recuperados 4 a 7 dias después de 1la
ovulacién. Por lo consiguiente, existe un periodo corto de



tiempo en el cual el embrién puede infectarse en el tracto
reproductivo de la donadora. El embri6on también es
recuperado mientras que esti dentro de la zona pelicida, la
cual constituye una barrera fisica protectora que dificulta
el paso de bacterias y hongos. Es posible que los virus
pequeilos puedan atravesarla, de manera que las enfermedades
que podrian transmitirse por el embrién, seria virales y no
bacterianas ni micéticas.

Otros factores que ayudan a reducir el potencial de
transmisién de enfermedades a través del embrion, son
aquellos inherentes a la técnica de lavado del idtero de la
donadora. Es asi como los embriones se recuperan del utero,
utilizando volimenes considerables de medio, los cuales
ayudan a diluir cualquier patégeno que pueda estar presente.
Durante el proceso de transferencia, los embriones
recolectados son lavados o tratados varias veces, lo cual
reduce a un minimo el potencial para transmitir
enfermedades.

Hasta ahora, 1los resultados de las investigaciones que
involucran la exposicién de 1la zona pelicida intacta del
embrién a diferentes patégenos, indican que udnicamente dos
virus han logrado permanecer adheridos a las mucoproteinas
de la zona pelicida; el de 1la rinotraquitis infecciosa
bovina (RIB) y el de la estomatitis vesicular (VSV). En
ambos casos no ocurrié 1la replicacién del virus en 1las
células del embrion. Sin embargo, el tratamiento de los
mismos con tripsina al 6.25X, pH 7.8 - 7.8, durante 680 a 90
segundos, fue efectivo contra ambos virus, quedando 1los
embriones viables y con la zona peliicida intacta y libre de

estos patégenos.



Durante 1la exposicién se discutié 1los resultados
obtenidos en el CATIE dentro del marco del proyecto piloto
de superovulacién y transferencia de embriones en las razas
Romosinuano y Criollo Lechero Centroamericano, el cual se
lleva en colaboracién con investigadores de la Universidad
de Missouri (USA).

Se hizo énfasis en la necesidad de contar con objetivos
claramente definidos y sobre todo en la importancia de que
la superovulacién y 1la transferencia de embriones son
herramientas, que bien utilizadas pueden ser un importante
apoyo a los programas de mejoramiento genético que se

ejecuten en los paises en vias de desarrollo.

La segunda parte de la exposicién se concentré6 sobre la
fertilizacién in vitro, dentro de este contexto se discutié
las posibles aplicaciones y la metodologia empleada para la
obtencién, maduracién y fertilizacién de oocitos bajo
condiciones in vitro, comparédndola con la fertilizacién in
vivo en bovinos. Dentro de este proyecto se trabaja en
colaboracién con investigadores de dos Universidades
Norteamericanas Wisconsin y Missouri y de dos instituciones
nacionales que forman parte de REDCA, la Universidad de San
Carlos y el Ministerio de Agricultura y Ganaderia de
Guatemala. A través de las investigaciones gque se estén
llevando a cabo en el CATIE se pretende en el mediano plazo
desarrollar una metodologia confiable para evaluar 1la
fertilidad en sementales bovinos y en el largo plazo
producir embriones para los estudios de clonacién en razas

criollas promisorias.
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CONCLUSTONES Y RECOMENDACIONES

Las conclusiones y recomendaciones, son producto de las
apreciaciones de los grupos de trabajo a quienes s8e les
proporciondé una guia de discusién, con 12 preguntas, todo lo
cual, fué aprobado por la plenaria.

Pregunta 1.
Considera el grupo que el cultivo de tejidos vegetales
es una tecnologia viable de implementarse y
desarrollarse en Guatemala?

Respuesta:
El cultivo de tejidos vegetales debe desarrollarse en
Guatemala. Esto debe hacerse a nivel de investigacién,
dentro de una politica integradora, asi como también a

nivel comercial.

Pregunta 2.
En orden de prioridad, indique en qué especies vegeta-
les, de importancia para Guatemala, deben aplicarse

técnicas de cultivo de tejidos para su propagaciodn.

Respuesta:

El cultivo de tejidos vegetales, en lo que respecta a

la propagacién de plantas, en orden de prioridad debe

aplicarse a:

a) Especies en peligro de extincién, especialmente
especies forestales. '

b) Cultivos alimenticios, especificamente: papa, plata-
no y frutales tropicales. V

c) Especies forestales, provenientes de genotipos supe-
riores seleccionados.

d) dultivos no tradicionales para exportacién.



Pregunta 3.
Qué especies vegetales de importancia para Guatemala,
considera el grupo que debe tener prioridad en el uso
de técnicas de cultivo de tejidos para su mejoramiento?
El cultivo de tejidos vegetales, en lo que respecta al
mnejoramiento de plantas, en orden de prioridad, debe
aplicarse a:
Respuesta:
a) Cultivos alimenticios, tales como:
- hortalizas
- raices y tubérculos
- granos bésicos
b) Cultivos de exportacidn:
- café
- cardamomo
- cafia de azicar
- ornamentales
- hule
- banano y plédtano
c) Especies forestales y frutales
d) Especies medicinales

Pregunta 4.
Qué estrategias a nivel nacional debe desarrollarse
para aplicar las técnicas de cultivo de tejidos en 1la
propagaciétn y mejoramiento de plantas?

Respuesta:

Para el desarrollo del cultivo de tejidos en 1la

propagacién vy mejoramiento de plantas se deben

desarrollar las estrategias siguientes:

a) Integracién de una comisién nacional que coordine el
trabajo entre las diferentes instituciones y que
propicie el intercambio de conocimiento entre 1las
mnismas.



b)

c)
d)

e)

f)
g)

h)

i)

Elaboracién de un plan nacional para el desarrollo
de la biotecnologia.

Formacién de recursos humanos.

Establecer comunicacién con centros de investigacién
y/0 de enseiianza de otros paises, con el fin de
realizar trabajos conjuntos y compartir
conocimientos.

Compartir conocimientos entre los grupos de investi-
gadores nacionales.

Hacer un inventario de necesidades.

Difundir 1las técnicas del cultivo de tejidos y sus
aplicaciones a la poblacién nacional, con el
propdésito de involucrar otros grupos (agricultores,
industriales, etc.).

Implementar los laboratorios ya existentes y consi-
derar la posibilidad de implantar otros, de acuerdo
con las necesidades nacionales.

Establecer comunicacién con bibliotecas especializa-
das para enriquecer el conocimiento sobre
biotecnologia.

Elaborar y proponer proyectos de prioridad nacional,
a instituciones nacionales o extranjeras, con el
propésito de conseguir financiamiento.

Pregunta 5.

Cudles son las limitaciones més importantes para la

aplicacién de cultivos de Guatemala?

Respuesta:

Las principales limitaciones para el desarrollo del

cultivo de tejidos son:

a)
b)

Falta de personal capacitado.
Falta de recursos econémicos.
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c) Inexistencia de coordinacién interinstitucional.
d) Falta de infraestructura.
e) Falta de incentivos fiscales.

Pregunta 6.
Considera el grupo que 1la Ingenieria Genética es una
tecnologia viable de implementarse y desarrollarse en
Guatemala?

Respuesta:
A corto plazo no se considera viable la implementacién
y desarrollo de la Ingenieria Genética. Antes es
necesario implementar y desarrollar otras técnicas
biotecnolégicas mas simples y con aplicacién directa.

Se debe desarrollar la biotecnologia en la produccién
pecuaria; los aspectos mds importantes a considerar
son: nutricién animal, reproduccién animal, produccién
de vacunas y métodos de diagnéstico de enfermedades.

Para el desarrollo de 1la Ingenieria Genética es
necesario la formacién de recursos humanos, asegurar el
financiamiento y continuidad de 1los proyectos y 1la
cooperacién interinstitucional a nivel nacional e

internacional, especialmente a nivel latinoamericano.

Pregunta 7.
Qué aplicaciones en la agricultura guatemalteca podria
tener la Ingenieria Genética?

Respuesta:
La Ingenieria Genética podria tener aplicaciones en la
agricultura guatemalteca en los aspectos siguientes:



a) Mejoramiento de especies vegetales, principalmente
en: resistencia a enfermedades, calidad nutricional
y control de plagas. La fuente de estas
caracteristicas podria encontrarse en bancos de
germoplasnma.

b) En especies animales en la produccién de vacunas y
métodos inmunolégicos de diagnéstico.

Pregunta 8.
Qué aplicaciones biotecnolégicas viables considera el
grupo posibles en 1la industria y 1la proteccién

ambiental en Guatemala?

Respuesta:
La biotecnologia podria ser 1i1til en 1la proteccién
ambiental, por ejemplc, la purificacién y reciclaje del

agua.

Pregunta 9.
En orden de prioridad, identifiquen los problemas en
los que el control biotecnolégico puede ser Gtil en

Guatemala.

Respuesta:
En la industria, la biotecnologia podria aplicarse en:
a) Biodegradacién de desechos industriales.
b) Produccién de metabolitos secundarios.
c) Produccién masiva de plantas.
d) Utilizacién de subproductos.
e) Obtencién de medios biolégicos para el control de

plagas.
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Pregunta 10. _
Qué aspectos deben considerarse en la formulacién de
politicas para el desarrollo de la biotecnologia en
Guatemala? '

Respuesta:
En la formulacién de politicas para el desarrollo de la
biotecnologia en Guatemala, es necesario considerar la
infraestructura, recursos humanos, problemas mas
urgentes de resolver, con el fin de tener objetivos
claros.

Pregunta 11.
Qué estrategias deben desarrollarse a corto, mediano y
largo plazo, para la ejecucién de 1las politicas en
biotecnologia?

Respuesta:
Las estrategias a desarrollar para la ejecucién de

politicas en biotecnologia son:

Corto Plazo

a) Integracién de un consejo de biotecnologia, con
representantes' de los diferentes sectores
productivos, asi como de representantes del A&rea
educativa y gubernamental.

b) Elaborar un plan de divulgacién de aplicaciones y
limitaciones de la biotecnologia.

c) Priorizar las necesidades del pais.

d) Elaborar un plan de capacitacién de personal.

Mediano Plazo
a) Establecer un programa de postgrado en biotecno-
‘logia.



b)

Plantear proyectos, tomando en cuenta las priorida-
des del pais, a fin de obtener financiamiento de
organismos nacionales e internacionales.

c) BEvaluar el trabajo realizado hasta el momento.

d) Organizar seminarios, plidticas y otros eventos que
informen los resultados obtenidos y expectativas de
los proyectos. A los eventos se deben invitar
cientificos extrajeros.

Largo Plazo

a) Plantear nuevos proyectos.

b) Evaluar continuamente los proyectos.

c) Mejorar continuamente el equipo e infraestructura

para la investigacién.

Pregunta 12.

Cémo puede lograrse el desarrollo de 1la ciencia y la

tecnologia .en Guatemala?

Respuesta:

a)

b)

c)
d)
e)
£)

Canalizar mayor cantidad de recursos nacionales para
la ciencia y tecnologia.

Fortalecer 1los pensa de estudios de las universi-
dades.

Evaluar y mejorar los programas de investigacidn.
Integrarse a una red de informacién cientifica.
Formar recursos humanos en forma permanente.

Crear un organismo coordinador de la ciencia Yy
tecnologia, con caricter permanente.
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EVALUACION DEL SEMINARIO TALLER

CO :
AYANCES Y APLICACIONES

Los resultados de la evaluacién se presentan sobre la

base de 34 boletas de evaluacién que fueron contestadas y

entregadas por igual nidmero de participantes en el

Seminario.

1. Cumplimiento de los objetivos del evento

el 97X indicé que los objetivos fueron cumplidos y

el 3% que los mismos no se cumplieron.

2. Importancia de los temas tratados en el evento

el 97X indicé que 1los temas tratados en el Seminario

fueron adecuados y el 3% considerdé que la temdtica del
evento no fue adecuada.

3. Temas sugeridos para préximos eventos

Para préximos eventos se sugirieron los temas
siguientes:

Fitomejoramiento por cultivo de tejidos.

Produccién animal.

Produccién de vacunas.

Metodologias para el manejo integrado de plagas.
Estudios en biotecnologia efectuados en Centroamé-
rica.

Utilizacién comercial de la biotecnologia.
Presentacién de resultados de estudios efectuados en
biotecnologia en Guatemala.

La empresa privada y la biotecnologia.

Biotecnologia aplicada a germoplasma nativo.
Metabolitos secundarios.

Anticuerpos monoclonales.

Biotecnologia y contaminacién ambiental.

Formacién de Recursos Humanos con Biotecnologia.



Realizacién de eventos similares al Seminario.
El 108X consideré que se deben seguir efectuando

eventos simnilares a este seminario.

Frecuencia en la realizacién de eventos.

El 62X indic6é que eventos similares a este seminario
deben efectuarse cada aiio, 15% consideré que se deben
efectuar cada seis meses, 12X indicé que se deben
efectuar cada dos afios, el resto consideré que se deben
efectuar trimestralmente, mensualmente y cada dos aifios
y medio (8%, 3% y S5SX respectivamente).
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SEMINARIO TALLER

BIOTECNOLOGIA Y LAS CIENCIAS AGRICOLAS

AVANCES Y APLICACIONES

Programa General

Miércoles, 23 de Agosta

9:00 - 10:00

190:00 - 10:15
10:15 - 11:00

11:00 - 11:45

11:45 - 12:30

14:00 - 15:00

15:00 - 16:30

186:30 - 16:45
16:45 - 16:00

Cultivo de Tejidos (Propagacién)
Disertante: Dr. Victor Villalobos

Cultivos de Tejidos (Conservacién)
Disertante: Dr. Nelson Espinoza

Cafeé

Cultivo de Tejidos (Mejoramiento)
Disertante: Dr. Victor Villalobos

Embriogenesis somidtica en musaceas
Disertante: Dr. Jean V. Escalant

Cultivo de Tejidos en Café
Disertante: Ing. M.S. Dora Flores

Almuerzo

Produccién Animal
Disertante: Dr. Richard Taylor

Mesa Redonda

Moderadores: Lic. Claudia Marroquin
Ing. M.S. Edgar Franco
Ing. Juan Antonio Paz

Cafeé

Trabajo de Grupos

Jueves, 24 de agosto
6:00 - 9:00 Ingenieria Genética

9:00 - 10:00

10:00 - 10:15

Disertante: Dr. Miguel Gémez Lim

Bio-degradacion
Disertante: Lic. Roberto De Leén

Cafe
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18:15

11:15

Bioprocesos
Disertante: Ing. Carlos Rolz

11:15 - 12:15 Control Biolégico (General)
Disertante: Dr. Mario Pareja
Almuerzo

14:00 - 15:00 Control Biolégico (EBspecial)
Disertantes: Lic. Ma del Carmen de Arriola

Lic. Sheryl de Cabrera

15:00 - 16:30 Mesa Redonda
“"Implicaciones de la Biotecnologia"”
Moderadores: Dr. Luis Mejia

Dr. Juan de Dios Calle

16:3@0 - 16:45 Cafe

16:45 - 16:00 Trabajo de Grupos

Yiernes, 25 de agosto

8:00 - 8:45 Politica Nacional y Plan Regional
Disertante: Ing. Daniel Sénchez

6:45 - 10:0@ Evidencias Electroforéticas (Isoenzimas)
Disertante: Dr. Leslie Gottlieb

10:00 - 18:15 Café

10:15 - 11:30 Polimorfismo de Fragmentos de Restriccién
(RFLP)
Disertante: Dr. Luis Mejia

11:30 - 12:3@ Fijacién Biolégica del Nitrégeno
Disertante: Dr. Juan José Peiia
Almuerzo

14:00 - 15:30 Panel "Formarcién de Recursos Humanos*
Participantes: Conferencistas y Asistentes

15:30 - 16:30 Trabajo de Grupos .

16:30 - 18:45 Cafe

16:45 - 18:00

Plenaria
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COMITE ORGANIZADOR

Facultad de Agronomia, USAC
Dr. Luis Mejia, Presidente
Ing. M.S. Edgar Franco, Vocal

Universidad del Valle
Ing. M.A. Canga-Arglielles, Vocal
Ing. Mario Vela, Vocal
Dr. Juan de Dios Calle, Vocal

Universidad Rafael Landivar
Ing. Bruno Busto Brol, Vocal

ICTA
Dr. Porfirio Masaya, Vocal
Ing. Juan Antonio Paz, Vocal

ANACAFE
Ing. Edgar Lépez, Vocal
Ing. M.S. Ricardo del Valle

ICAITI
Ing. Carlos Rolz, Vocal

SEGEPLAN
Ing. Daniel Sénchez, Vocal

CATIE
Ing. Bladimiro Villeda, Coordinador General
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COMITE NACIONAL DE REDCA

Ing. Miguel Angel Canga-Arglielles
Presidente del Comité
Rector de la Universidad del Valle

Ing. Anibal Martinez
Facultad de Agronomia
Universidad de San Carlos de Guatemala

Ing. Bruno Busto Brol
Facultad de Ciencias Agricolas
Universidad Rafael Landivar

Ing. Horacio Judrez
Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola

Ing. Alejandro Fuentes
Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola

Ing. Mario Vela
Departamento de Ciencias Agricolas
Universidad del Valle

Ing. Bladimiro Villeda S.,

Secretario Técnico del Comité
Representante y Coordinador de CATIE en Guatemala
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