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Resumen

La biotecnologia vegetal es un area extensa de conocimiento que se ha constituido
en una herramienta de utilidad para la resolucién de problemas agronémicos de
algunos cultivos. Muchas de las téenicas han sido estandarizadas en sistemas
modelo (como Arabidopsis). Sin embargo, dichas téenicas se han introducido a
cultivos de interés, y se practican en forma rutinaria. Su aplicacién ha permitido
la exploracién de nuevas alternativas de andlisis y ha mejorado la precisién de los
mismos. En el presente trabajo se incluye una deseripeién teérica general con
ejemplos de la aplicaciéon de grandes areas biotecnologicas: marcadores
moleculares e ingenieria metabélica (clonacién de genes y transformacién
genética).

Summary

Plant biotechnology is a wide area of knowledge, which has become a usefulness
tool for the resolution of agronomic problems of some crops. Many of the tech-
niques have been standardized in model systems (as Arabidopsis). Nevertheless,
such techniques have been introduced to crops of interest, have become a routine
and their application has allowed the exploration of new analysis alternatives and
have improved their accuracy. In this work we have included a general theoretical
description with examples of the application of large biotechnological areas: mo-
lecular markers and metabolic engineering (cloning of genes and genetic transfor-
mation).
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Introduccion

La biotecnologia vegetal es la aplicacién de la
ciencia y la ingenieria al uso directo de plantas,
sus partes o sus productos, en sus formas
naturales o modificadas. Constituye un grupo
de técnicas desarrolladas mediante investigacion
basica, que usan procesos bioldgicos para
solucionar problemas o generar productos utiles.
Bajo el concepto de biotecnologia vegetal se
incluyen el cultivo de tejidos, la generacion y uso
de bioreactores, el desarrollo y uso de marcadores
moleculares, la identificacién y aislamiento de
genes, la ingenieria metabdlica, la transformacioén
genética y la bioinformatica. Todas estas areas
estan sustentadas por diversas disciplinas, como
la genética, la fisiologia, la bioquimica y la
informatica, y en la actualidad estan estrecha-
mente relacionadas con la ecologia, la economia,
el derechoy con las industrias quimica, agricola,
farmacéutica, etc.

El uso de la biotecnologia vegetal permite mejorar
la productividad agricola (Rajanaidu, 2003),
mediante la inclusién de programas de seleccion
asistida por marcadores moleculares (Rocha,
2003) posibilita la insercion de genes que
confieren resistencia a insectos y a herbicidas
(Christou, 1996). Gracias a las nuevas técnicas
introducidas en el campo de la biotecnologia, es
posible alterar las propiedades de la materia
prima industrial, por ejemplo, la calidad de
aceites (Ohlrogge, 1994; Akmar et al., 2001;
Tanaka et al., 2002, Sambanthamurthi et al.,
2002), almidones y metabolitos secundarios
(Rocha, 2000; Nessler, 1994). Ademas, es posible
hacer manipulacién molecular directa de rutas
metabdlicas para generar diversidad quimica o
incrementar la produccién de compuestos
normalmente encontrados en cantidades muy
bajas (Rocha et al., 2002; Rocha, 2000). Un area
de particular interés involucra el uso de plantas
como reactores en la produccion farmacéutica y
de vacunas (area conocida como molecular
pharming), en la cual se han obtenido resultados
trascendentales. Ejemplos de ello son el golden
rice, arroz que produce provitamina A (Ye et al.,
2000) o el arroz, arveja y tabaco productores de
anticuerpos contra cancer y caries dental (Stoger
etal., 2000). Es de resaltar que todos los avances
y usos de las técnicas biotecnoldgicas han
fortalecido la comercializacion y el manejo de la
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propiedad intelectual (patentes) relacionada con
organismos vivos y su informacion genética
(Rocha, 2003b).

Desde el punto de vista molecular, la biotecno-
logia trabaja en la actualidad en cuatro niveles:
ADN, ARN, proteinas y metabolitos. Para estudiar
cada uno de estos elementos se han generado
diferentes herramientas. Por ejemplo, el analisis
de los genomas (dotacidon genética completa de
un individuo) puede ser hecho utilizando
marcadores moleculares, la clonacién de
fragmentos muy grandes de ADN en bibliotecas
gendémicas (BACs y YACs) y la secuenciacion. La
enorme cantidad de secuencias generadas ha
sido incluida en bases de datos publicas y
privadas, y su acceso se hace por medio de
herramientas sencillas pero muy eficientes
generadas por una nueva disciplina conocida
como biocinforméatica. El estudio a profundidad
de los genomas de las especies mediante
herrramientas de bioinformatica es lo que se
conoce como “gendmica” (genomics en inglés).

El ADN es transcrito a ARN y la expresion de
esta molécula se constituye en un objeto de
estudio muy valioso para el entendimiento de la
regulacion de multiples procesos biolégicos. La
induccién o inhibicidon de los genes puede ser
estudiada a nivel de ARN mediante técnicas que
involucran la transcripcion reversa (RT) y la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Con
la interaccion de estas metodologias es posible
construir bibliotecas de ADN complementario
(ADNCc) o emplear técnicas como los ADNc-AFLPs.
Adicionalmente, el empleo de robots junto con
las herramientas bioinformaticas permite generar
y secuenciar miles de ESTs (Expressed Sequence
Tags) y conocer la secuenciay nivel de expresion
de miles de potenciales genes dispuestos en
microarreglos (microarray technology). En
términos generales, al area que estudia la
expresion de los genes mediante técnicas que
utilizan ARN se conoce como “genémica funcio-
nal” y al grupo de todos los ARN expresados (0
transcritos) en un estado particular de desarrollo
se le conoce como “transcriptoma”.

El ARN es traducido a proteinas, las cuales son
moléculas con mualtiples funciones que inter-
vienen en todos los procesos bioldgicos conocidos.
Las proteinas se han venido convirtiendo en uno
de los objetos de estudio de la biotecnologia. En
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la actualidad, merece especial atencién el
“proteoma”, que no es mas que el grupo de todas
las proteinas que estan siendo expresadas en un
estado particular de desarrollo o bajo determi-
nadas condiciones en un tejido u 6rgano
especifico. La disciplina que estudia al proteoma
se conoce como “protedmica” (proteomics en
inglés) y utiliza técnicas de bioquimica analitica
avanzada, que incluyen la electroforesis en dos
dimensiones, secuenciacion de péptidos,
diferentes técnicas cromatograficas y técnicas de
Elisa (interaccién con anticuerpos), entre otras.

Uno de los objetos mas recientes de estudio de
la biotecnologia son los metabolitos. De igual
manera se ha introducido el término “meta-
boloma” para referirse a la dotaciéon de moléculas
resultantes del metabolismo primario (carbohi-
dratos y lipidos) o secundario (en plantas
metabolitos secundarios tipo terpenoides,
alcaloides y compuestos fendlicos) que se
encuentran en un tejido o estado particular de
desarrollo bajo determinadas condiciones del
medio ambiente. Los metabolitos secundarios
han sido estudiados por la quimica organicay la
bioquimica desde hace muchos afios, y como
resultado de dispendiosas labores se han aislado,
descrito y caracterizado mas de 30.000 terpenoi-
des (que incluyen aceites esenciales, caucho,
glicésidos, etc.), alrededor de 12.000 alcaloides
y cerca de 5.000 compuestos fendlicos (entre los
cuales estan los flavonoides, antocianinas,
ligninas, taninos, etc.) (Rocha, 2000). Si bien la
biotecnologia moderna estéa utilizando las
mismas técnicas empleadas por la quimica y la
bioquimica (HPLC, GC-MS, NMR, etc.), también
estd introduciendo técnicas y equipos de de alta
eficiencia (MALDI-TOF, SELDI, etc.) que permiten
analizar en masa miles de muestras, y generar
una cantidad desbordante de informacién con
aplicaciéon potencial en agricultura, farmacia y
otras industrias.

En esta introduccion se han esbozado algunas
de las areas de mayor relevancia de la biotecno-
logia. En los siguientes parrafos se introduciran
conceptos generales que permitiran familiarizar
al lector, de un lado, con una de las areas mas
empleadas por la biotecnologia vegetal: los
marcadores moleculares (revisado en detalle por
Rocha, 2003) y, de otra, un area de enormes
perspectivas: la ingenieria metabdlica.

Marcadores moleculares

En términos generales, las variaciones a nivel
del genotipo se pueden detectar a escala
molecular. Tales variaciones (o0 polimorfismos) se
constituyen en herramientas Utiles para
determinar los grados de parentesco, la variacion
y la diversidad genética de individuos de una
poblacién y entre poblaciones. Los marcadores
moleculares se definen como fragmentos de ADN
de funcion desconocida que permiten detectar
diferencias o semejanzas y, por ende, comparar
individuos en la misma poblacién o especie.

Los polimorfismos reflejan un hecho simple pero
esencial de la herencia: Un gen sobre un
cromosoma donado por uno de los padres no es
necesariamente idéntico al gen complementario
(el “alelo™) sobre el correspondiente cromosoma
del otro padre. La variacion alélica (o polimor-
fismo) es crucial para el trabajo de especialistas
en biotecnologia agricola. Cuando los marcadores
se registran en la forma de un mapa genético,
esta informacion dota a los cientificos de una
poderosa herramienta que permite mejorar la
base genética de los cultivos y disefiar mejor
germoplasma para los agricultores. Los marcado-
res moleculares tienen varias aplicaciones claves
en la construccion de mapas moleculares, el
analisis de la variacidén genética dentro y entre
poblaciones especificas, el control de calidad y
la asistencia en el mejoramiento convencional.

Como se dijo (Rocha, 2003), los marcadores
moleculares mas comunes son los RFLP y los
basados en PCR (RAPDs, AFLPSs, y microsaté-
lites). Estudios con RFLPs han sido reportados
en palma de aceite para analisis de diversidad
genética (Barcelds, 1998) y estudios de mapeo
genético (Jack y Mayes, 1993; Mayes et al., 1997).
Marcadores tipo AFLP han sido reportados en
experimentos de mapeo (Chua et al., 2001;
Billotte et al.,, 2001) y analisis de diversidad
(Purba et al., 2000; Maizura et al., 2001; Billotte
et al.,, 2001; Barcelés, 1998). Marcadores tipo
RAPD han sido reportados por Shah y colabora-
dores (1994). Cenipalma ha estandarizado y en
la actualidad utiliza de manera cotidiana
marcadores tipo RAPD, AFLP y microsatélites en
analisis de diversidad genética.

La utilidad de los marcadores moleculares en
palma de aceite radica en la posibilidad de
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brindar apoyo a los programas de fitomejora-
miento, mediante el reconocimiento y posterior
seleccion de materiales élite en estado de
previvero o vivero, acelerando asi el mejoramiento
convencional.

Ingenieria metabolica y palma de aceite

La ingenieria metabdlica es una nueva aproxima-
cion para entender y usar procesos metabdlicos
mediante las modificaciones o la introduccién de
reacciones bioquimicas especificas con el uso de
tecnologia de transformacion genética (Stephano-
poulos, 1999). La aplicacién de la ingenieria
metabdlica beneficiara a la sociedad en cuanto
que, por ejemplo, mejorara la habilidad de
modificar rutas metabdélicas para generar
sustitutos de productos bioldgicos con caracte-
risticas quimicas especificas, mejorara la
productividad agricola, permitira la produccion
eficiente de energia mas seguray proveera mejor
entendimiento de las bases metabdlicas de
enfermedades en plantas y animales (Rocha,
2000; Nessler, 1994; Bailey, 1991; Stephano-
poulos y Vallino, 1991).

En plantas, las manipulaciones de las rutas
biosintéticas mediante la generacion de plantas
transgénicas ofrece un ndmero elevado de
oportunidades para redisefiar la generacion de
productos de valor especifico (Sambanthamurthi,
2002; Tanaka et al., 2002; Siti Nor Akmar et al.,
2001; Nessler, 1994; Ohlrogge, 1994). Para
cumplir con este objetivo, la ingenieria metabdlica
requiere de genes disponibles y de sistemas de
transformacion genética de alta eficiencia. A
continuacidn se revisa cada uno de estos
requerimientos.

Disponibilidad de genes

El género Palmae incluye mas de 2.700 especies.
Cada una de ellas posee una dotacion genética
Unica. Sin embargo, muchos de los procesos
bioldgicos llevados a cabo por tales especies son
comunes y estan mediados por la presencia de
enzimas codificadas por genes que tuvieron
ancestros comunes. Como consecuencia, dichos
genes codifican enzimas que pueden ser
consideradas variaciones sobre la misma
estructura. Esta relacion de parentesco y las
actividades cataliticas propias de cada enzima
hacen posible que una enzima determinada
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pueda ser expresada ectépicamente en un
sistema diferente y que pueda cumplir con su
funcién o con funciones similares en otro fondo
bioquimico (Rocha et al., 2002; Rocha, 2000).
Como consecuencia, la importancia de tener una
gran bateria de genes similares, derivados de
organismos de especies relacionadas, radica en
la posibilidad de encontrar genes que codifiquen
para enzimas que realicen funciones especificas
de manera mas eficiente que la enzima normal-
mente encontrada en la especie objeto de mejora
(Rocha, 2000).

Los genes pueden estar disponibles mediante dos
estrategias. Una es la exploracion de la diversidad
biolégica y la otra es mediante la modificacion o
ingenieria de cada gen de interés utilizando
técnicas de biologia molecular (mutagénesis
dirigida). La biodiversidad debe ser vista como
la fuente de genes, enzimas y metabolitos, razén
por la cual es necesario explorarla, conservarla
y utilizarla en forma racional. Cenipalma ha
constituido el banco de germoplasma de E.
oleifera y E. guineensis con el objetivo de tener
una fuente de germoplasma lo suficientemente
amplia para cubrir gran parte de la variabilidad
presente en palma (Rey et al., 2003).

La exploracion de genes en las diferentes especies
puede hacerse mediante técnicas de biologia
molecular, como la RT-PCR, la construcciéon de
genotecas de ADNc, la utilizacion de EST y la
secuenciacion, entre otras. Particular interés
recae sobre la identificacion y aislamiento de
genes mediante la utilizaciéon de herramientas
de bioinformatica que permiten identificar -
basandose en homologias de procesos bioldgicos-
enzimas o genes presentes en una especie y, con
esta informacion, poder aislar su homologo en
otra especie.

Un area de rapido crecimiento en la investigacion
gendmica y de particular interés para la
ingenieria metabdlica es la generaciéon de
expressed sequeces tags (EST) en los cuales
grandes numeros de clones seleccionados
aleatoriamente, obtenidos de estadios de
desarrollo o tejidos especificos, son parcialmente
secuenciados. El andlisis de EST constituye una
aproximacion muy util para el descubrimiento
de genes y brinda un perfil de genes expresados
durante estados particulares de desarrollo. La
estrategia generalmente involucra la construc-
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cion de librerias de ADNc y secuenciacion a gran
escala de los clones de ADN seleccionados
aleatoriamente. Las secuencias de nucledtidos
parcialmente resueltas son posteriormente
utilizadas para busquedas de homologia de
secuencias de nucleétidos en las bases de datos
publicas. Uno de los primeros usos de las
colecciones de EST fue la identificacion de genes
involucrados en rutas metabdlicas especificas en
plantas. Alias y colaboradores (2001) generaron
3.399 EST de tejidos de callos y de embriones de
palma de aceite. Sus objetivos eran implemen-
tar una aproximacioén de identificacién de genes
a gran escala, comparar genes especificamente
expresados, usar EST como sondas para mapeo
genético y como blanco para analisis de
microarreglos de ADN vy, finalmente, crear una
base de datos para palma de aceite (Alias et al.,
2001). Estos trabajos demostraron la efectividad
y la eficiencia de la estrategia de EST en el
descubrimiento de genes.

La alternativa de generar nuevos genes sin
explorar la diversidad biol6gica también es
posible mediante la modificacién de genes con
técnicas de biologia molecular. Un ejemplo de
mutagénesis dirigida en una enzima que
participa en la ruta metabdlica de produccion
de aceites fue reportado para la proteina
transportadora de acilo D°-16:00 (ACP, por sus
siglas en inglés), una desaturasa de acidos grasos
que introduce un doble enlace de manera
regioespecifica en un sustrato acyl-ACP saturado.
La accion de esta enzima es vital para mantener
la fluidez de las membranas celulares. Whittle y
Shanklin (2001) identificaron seis aminoacidos
que afectaban la especificidad del sustrato de la
enzima. Mediante mutagénesis dirigida sobre
estos seis aminoacidos se generaron decenas de
variantes de la enzima original. Las enzimas
resultantes fueron introducidas en un ensayo
para identificar aquellas que podian modificar
grasas de cadena corta sin perder eficiencia. De
este ensayo, varias enzimas fueron identificadas
con actividades especificas incrementadas desde
15 hasta 100 veces. Con estos resultados los
autores generaron una enzima modificadora de
aceite altamente eficiente y demostraron que es
posible hacer ingenieria en una enzima arquetipo
con funcioén vital incrementando su actividad.

Como se ve, existe la posibilidad de convertir
cualquier sistema bioldgico en una fuente valiosa
de genes. Una vez los genes son aislados de otra
especie, son secuenciados e incorporados en las
bases de datos publicas o privadas. Sin embargo,
para la ingenieria metabdlica este es s6lo un
primer paso, pues la utilizacion de esta
informacién (gen) depende de que sea posible
introducirla en la planta de interés mediante un
sistema de transformacién genética eficiente.

Transformacion genética

Bajo el término de “transformacion genética” se
incluye una serie de técnicas que hacen posible
la introduccién de genes foraneos a otras
especies. Debido a las propiedades universales
del ADN es posible introducir genes de bacterias,
virus, animales y plantas a cualquier sistema
vivente. En plantas, los genes pueden ser
introducidos mediante una de dos vias: Agrobac-
terium o biobalistica. En la primera, se emplea
la caracteristica de la bacteria Agrobacterium de
utilizar su mecanismo natural de transformacion
genética. En la segunda, también conocida como
bombardeo de particulas, se aceleran particulas
de oro (que previamente han sido cubiertas con
el ADN de interés) mediante una descarga
eléctrica (sistema Accelgun de 10 a 16 KV) o de
aire a presion (sistema de helio de BioRad de
1000 a 2500 psi). Las particulas aceleradas
transportan el ADN, el cual es liberado al interior
del nucleo e insertado aleatoriamente en el
genoma mediante un mecanismo adn no
dilucidado (Leech et al., 2000; Christou, 1996).

Los tejidos bombardeados con el gen (o0 genes)
de interés son sometidos a incubaciones y
tratamientos hormonales previamente estandari-
zados en un laboratorio de cultivo de tejidos. Una
vez las plantas transgénicas son regeneradas, se
llevan a invernaderos o a campo para ser
evaluadas. Posteriormente son cruzadas y la
descendencia es analizada mediante técnicas
moleculares (Southern o con marcadores
moleculares) para determinar la estabilidad del
transgén(es). En estas plantas, derivadas de las
transgénicas iniciales (T0), es en las que se debe
evaluar los procesos biolégicos alterados (Rocha,
et al. 2002).
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Consideraciones finales

En este articulo se mostré a la biotecnologia
vegetal como un instrumento poderoso y de gran
utilidad para mejorar la calidad y productividad
de los cultivos. Se presentaron los marcadores
moleculares como las herramientas méas
empleadas para asistir al fitomejoramiento
tradicional. También se describieron algunos
aspectos de relevancia de la nueva area conocida
como ingeniria metabdlica. Las perspectivas son
enormes y las posibilidades para incorporar y
explotar racionalmente estas tecnologias en
palma de aceite son promisorias. Sin embargo,
la biotecnologia aislada no es la solucidon
milagrosa a los multiples problemas de un
cultivo. Para utilizarla de manera inteligente y
Optima, es indispensable considerar de manera
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