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RESUMEN. El mejoramiento genético de plantas es una de las hazafias mas antiguas del hombre, que inici6 con la domesticacion
de las mismas bajo condiciones controladas y la seleccion de aquellas capaces de proporcionar una mejor fuente de alimentos.
Esto marcd una de las fases mas importantes en el progreso de la humanidad, al permitirle transitar de una vida nomada e
individualista a una sociedad organizada y cooperativista. Dicho mejoramiento fue fortuito y lento y permanecié como un arte y
no como una ciencia hasta principios del siglo XX, luego de que las llamadas leyes de Mendel, pioneras en la explicacion de los
procesos de la herencia, obtuvieron reconocimiento (Briggs y Knowles, 1967). El proceso que emplea fitomejoradores ha creado
un sinnumero de variedades de plantas con el objeto de incrementar su produccion, resistencia a plagas y enfermedades, y la
adaptacion a ambientes especificos, regiones y usos, mediante la seleccion de variedades cultivadas localmente, cruzadas entre si
o con las de otras areas, o también con plantas silvestres que tengan los genes deseados. Sin embargo, obtener plantas mejoradas
por estos medios resulta dificil en ocasiones por lo que se recurre a otros métodos para producir variantes utiles, tales como la
seleccion celular, la variacion somaclonal y las mutaciones inducidas, entre otros.

PALABRAS CLAVE. Biotecnologia vegetal, métodos biotecnoldgicos, seleccion celular, mutaciones inducidas, ingenieria genética.

ABSTRACT. The genetic improvement of plants is one of the oldest feats of man, starting with domestication under controlled
conditions and selecting those plants that provided a better food source. This marks one of the most important phases of man’s
progress, passing from a nomadic and individualistic lifestyle to an organized and cooperative society. This improvement was
random and slow, remaining as an art and not as a science until the discovery of Mendel’s laws, that began the explanation of the
processes of heredity at the beginning of the 20th Century. Plant improvers have created an innumerable quantity of varieties with
the aim of increasing production yields, resistance to plagues and illnesses and adaptation to specific environments, regions and
uses, through selection of locally cultivated varieties, intercrossed or crossed with those of other areas, or indeed even with wild
plants that possess the desired genes. However, on occasion it is difficult to obtain improved plants through these means, and one
must recur to other methods of producing useful variants, like: cellular selection, somaclonal variation, induced mutation, somatic
hybridization, haploid cultivation and genetic engineering, among others.

KEYWORDS. Vegetable biotechnology, biotechnical methods, cellular selection, induced mutations, genetic engineering.
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Domesticacion

Domesticacidon es el proceso por el cual una planta silvestre se convierte en una planta manejada o
cultivada por el hombre. Esta es una definicion en extremo sencilla pero que, sin embargo, encierra todo el
significado del proceso.

Existen evidencias de que desde hace 5,000-10,000 afios ya se practicaba la agricultura. El crecimiento de
los primeros nucleos humanos, el fin de la vida némada y el inicio de la vida sedentaria propiciaron la
domesticacion de plantas y animales para proveerse de alimentos y otros satisfactores en forma estable.

La domesticaciéon del maiz es uno de los ejemplos mads ilustrativos de la modificacién de una planta
silvestre para satisfacer las necesidades del hombre. Algunas de las adaptaciones en este proceso fueron: a)
el desarrollo de un raquis de la mazorca menos quebradizo, b) el desarrollo de una cubierta suave de la
mazorca para facilitar la extraccion de los granos y ¢) el desarrollo de mazorcas mas grandes y con mas
lineas de granos (Wenke, 1980).

Las principales vias por las cuales se han originado y domesticado las especies cultivadas son las
combinaciones de genes por medio de hibridaciones y mutaciones, estas ultimas tanto en la estructura
(deleciones, inversiones, translocaciones, etc.) como en el nimero de cromosomas (ploidia), ocurridas en
forma natural y/o artificial.

Asi, los variantes genéticos producidos han debido ser seleccionados de acuerdo con las necesidades y
gustos del hombre a través de los afios. A su vez, los individuos seleccionados, eventualmente fueron
cultivados cerca de otros origindndose cruzamientos naturales y produciendo grandes cantidades de
combinaciones génicas génicas resultando a su vez nuevos tipos.

Algunas variantes tuvieron ventajas y otras no. Las mas pobremente adaptadas al ambiente y a las
circunstancias fueron elimindndose, creandose asi una estirpe con caracteristicas genéticas diferentes a la
que les dio origen.

La Figura 1 muestra, en términos generales, el proceso completo de la domesticacion que inicia con una
especie o planta silvestre y finaliza con una planta cultivada. Se describe el trabajo realizado por el hombre
para seleccionar los tipos de planta utiles para ¢l y ademds mantenerlos y combinarlos por medio de
métodos que inicialmente fueron empiricos, los cuales con el tiempo se convirtieron en los grandes
desarrollos del mejoramiento genético y que desde hace muchos afios le han provisto para solventar sus
necesidades, principalmente alimento (Allard,1960).
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Figura 1. Proceso de domesticacion de plantas.

Las estirpes de plantas producto final de la domesticacion son entidades genéticas activas que pueden dar
y/o recibir genes de sus ancestros silvestres. La introgresion es el flujo de genes de la planta cultivada hacia
una planta silvestre y, a su vez, la planta silvestre puede llegar a aportar nuevos genes de interés
antropocéntrico a una planta cultivada.

La biotecnologia vegetal puede aportar herramientas para lograr una domesticacion mas rapida y dirigida.
La variacion somaclonal espontanea y la induccion de mutaciones in vifro, son una fuente de variacion de la
que se pueden seleccionar caracteristicas agronomicas de interés para el hombre. Esta seleccion que es
factible realizar in vitro y/o ex vitro puede estar orientada a la adaptacion por medio de resistencia o
tolerancia a factores ambientales que permitan el cultivo masivo de la especie (Figs. 1 y 2).
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Figura 2. Proceso de seleccion in vitro / ex vitro.

También la biotecnologia vegetal aporta herramientas que permiten romper barreras fisicas, bioquimicas y
genéticas que interrumpen el buen funcionamiento de las hibridaciones normales por via sexual para la
transferencia de genes de las plantas silvestres a las cultivadas. El rescate de embriones es una de las
técnicas in vitro que mas han sido utilizadas cuando por algun problema de incompatibilidad el embrién es
abortado y la semilla viable no es desarrollada. En cruzas de Carica papaya var. Maradol con Carica sp.
silvestre se realizo rescate de embriones para evitar el aborto, y a la vez acelerar el proceso de germinacion
de los embriones, ya que no fue necesario esperar a la madurez del embrion en el fruto. Estos embriones
cigdticos se germinaron in vitro en el medio descrito por Chen y col. (1991), obteniéndose porcentajes de
germinacion del 75-95% (Gutiérrez-Mora, por publicarse) (Figura 3)
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Embrion sin
germinar

Figura 3. Embriones cigdticos producto de cruzas de Carica papaya X Carica sp. rescatados y germinados
in vitro.

La fertilizacidon in vitro también es un método que permite eliminar problemas de incompatibilidad,
principalmente el que se da entre el polen, el crecimiento del tubo polinico y el tejido del estilo que conduce
los espermas masculinos al dvulo. Estos métodos normalmente evitan el tejido estilar situando al tubo
polinico en contacto directo con el 6vulo. Los métodos de hibridacion por medio de la fusidon de
protoplastos seran discutidos posteriormente con mas amplitud.

Variacion somaclonal

La variacion genética constituye la materia prima de los organismos vivos sobre los cuales ha influido la
evolucidn natural y/o la evolucién dirigida que el hombre ha realizado para su beneficio (Rodriguez-Garay y
Rubluo, 1992). Este fendomeno ha sido estudiado en un considerable nimero de especies vegetales
cultivables y dependiendo del tejido de origen se denomina: variacion gametoclonal (gametos), protoclonal
(cloroplastos), mericlonal (meristemos) 6 somaclonal (células somaticas) (Hartmann, y Kester, 1989).

La variacién somaclonal (VS) es el resultado de diferencias genéticas preexistentes en células somaticas
cultivadas in vitro o es inducida por componentes del medio de cultivo, posteriormente estas diferencias son
reflejadas en las plantas regeneradas. Puede involucrar cromosomas individuales (deleciones, cambios de
pares de bases, translocaciones, amplificaciones génicas) y juegos completos de cromosomas (niveles de
ploidia) (Evans y Sharp, 1986).

La cantidad de variacién puede depender de la fuente del explante, edad del cultivo, el uso de factores
hormonales, uso de agentes mutagénicos y presion de seleccion aplicada a cultivos celulares (Skirvin y col.,
1994).

Las causas de la VS atin no son claras, sin embargo, existen evidencias de que tales procesos pueden ocurrir.
Skirvin y Janick (1976) fueron de los primeros investigadores que enfatizaron la importancia de la VS en el
mejoramiento de especies horticolas. Shephard y col. (1980), demostraron una extensa variabilidad entre
plantas regeneradas a partir de protoplastos (protoclones) de papa (Solanum tuberosum). Smith y Drew
(1990) reportaron que el 90% de plantas de platano obtenidas por cultivo de tejidos in vitro mostraron
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diferencias en el campo presentando enanismo y frutos con caracteristicas no deseadas, no obstante, se logro
rescatar plantas con frutos normales (citados en Skirvin y col., 1994).

Gutiérrez-Mora y Rodriguez-Garay, obtuvieron plantas de alfalfa con tolerancia a salinidad utilizando
inhibidores de la biosintesis de poliaminas para realizar seleccion celular, regenerando éstas a través de
embriogénesis somatica (por publicarse).

En resumen, la VS con el apoyo de un sistema de regeneracion eficiente, puede ser utilizada para la
obtencidn de plantas con las caracteristicas deseadas. A la fecha ha sido un proceso azaroso, sin embargo,
ha resultado de gran utilidad sobre todo en especies recalcitrantes (Figura 2).

Induccion de mutaciones

Con la elucidacion de consideraciones tedricas de tipo y dosis de mutdgeno y la manera de presentarse las
mutaciones genéticas, la mutagénesis se convirtid de una excentricidad a una herramienta de mejoramiento.

Los primeros intentos para modificar plantas in vivo, se realizaron con rayos X y ultravioleta reportados por
Alberto Pirovano en Italia en 1922. A la fecha se conocen otros agentes fisicos que inducen mutaciones,
entre los cuales se mencionan rayos gama, neutrones, protones y particulas alfa y beta. En general, el efecto
ocasionado es proporcional a la energia absorbida por un tejido en particular, el poder de penetracidon varia
para cada uno, desde fracciones de milimetros hasta algunos centimetros. Las mutaciones inducidas por
rayos ultravioleta son terminales y las inducidas por rayos X son intersticiales y asociados con el
rompimiento de cromosomas (Briggs y Knowles, 1967).

En afios recientes se ha mostrado un creciente interés en el uso de agentes quimicos, ya que comparado con
los agentes fisicos, éstos, son en algunas ocasiones mas capaces de realizar mutaciones que generalmente
son puntuales. Los agentes quimicos que se utilizan con mayor frecuencia son: hidroxilamina, agentes
quelantes tales como FEtil Metanosulfonato (EMS), N-metil-N'-nitrosoguanidina (NG) y N-etil-N-
nitrosourea, entre otros.

Cuando en un sistema de mejoramiento in vitro se inducen mutaciones se tiene la posibilidad de encontrar
de 10 a 20 veces mas variantes que en un sistema donde se produce variacion somaclonal espontdnea, sin
embargo, las condiciones Optimas para la mutagénesis pueden variar dependiendo de la especie.

Seleccion celular

Al sistema de regeneracion que inicia a partir de una sola célula, la cual tiene la capacidad de formar un
embrion a partir de tejido somatico, con capacidad de regeneracion de plantas sin haber ocurrido
fertilizacién de una célula huevo, se denomina embriogénesis somadtica. Este sistema ayuda a evitar el
problema de produccidon de plantas quiméricas e incrementa la posibilidad de obtener mutantes so6lidos
(Figura 4).

La variacion somaclonal y la induccién de mutaciones, sin un sistema de seleccidn in vitro tienen casi las
mismas limitaciones que una mutacidon clésica. Estas variaciones pueden ser superiores a una mutacion
simple cuando se aplica una presion de seleccion durante la fase in vitro.
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Figura 4. Embrion somatico de alfalfa (Medicago sativa). r = radicula, ¢ = cotiledones. Barra = 0.15 mm

Bajo estas condiciones, es posible producir y seleccionar grandes poblaciones de células. El proceso de
seleccion estd basado en el uso de metabolitos o de agentes selectivos en el medio de cultivo. El uso de
antimetabolitos, tales como andlogos de aminodcidos permiten la seleccion de mutantes sobreproductoras de
aminoacidos especificos. De igual manera, el uso de concentraciones especificas de herbicidas ha sido muy
efectivo y esto ha permitido la seleccion in vitro de plantas resistentes. Algunos investigadores han
empleado estrategias similares aplicadas al aislamiento de mutantes resistentes a enfermedades, este
procedimiento estd basado en un co-cultivo planta-parésito, filtrado del patéogeno o toxinas purificadas
adicionadas al medio de cultivo.

Usando estas técnicas se han obtenido mutantes de arroz tolerantes a salinidad y mutantes con alto
contenido de proteina y lisina; mutantes resistentes a patdgenos de tabaco, arroz, trigo, cafia de azucar y
maiz (Skirvin y col., 1994).

Scowcroft y Larkin (1988) reportaron una linea celular de tabaco que produjo grandes cantidades de
nicotina, pero las plantas regeneradas no expresaron esta caracteristica. A partir de estas plantas se produjo
callo y nuevamente se presentaron altas concentraciones de nicotina. Esta diferencia indicé que el gen
responsable sélo se expresé a nivel celular.

Cultivo de haploides

La produccién de plantas haploides ha capturado un gran interés de investigadores en el area de la genética,
embriologia, fisiologia y mejoramiento desde el descubrimiento de la primera planta haploide producida en
la especie Datura stramonium (Bergner, 1921; citado por Hang y Hongyuan, 1986).

Las bases del cultivo de haploides tienen su fundamento, en que, en un medio de cultivo apropiado las
microsporas y/o granos de polen de algunas especies pueden ser inducidas a la formacién de células
vegetativas a partir de ellas.

Las microsporas cambian el patron sexual normal (gametofitico) a un patrén vegetativo (esporofitico). El
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resultado es que en lugar de tener polen con capacidad para producir gametos y un tubo polinico, la
microspora es capaz de producir proembriones o callos haploides. A la formacién de plantas a partir de
microsporas 0 polen se le llama androgénesis.

La formacién de plantas haploides no sélo se puede dar a partir del gameto masculino, en teoria, otra fuente
puede ser la célula huevo que esta contenida dentro del saco embrional. Es dificil separar la célula huevo
correctamente del saco embrionario, por lo tanto, las plantas haploides pueden ser producidas estimulando el
desarrollo de 6vulos no fertilizados. A la formacién de plantas producidas a partir de células huevo se le
denomina ginogénesis.

El uso de haploides en estudios genéticos y de mejoramiento estd basado en las siguientes caracteristicas:

1) Plantas diploides homocigdticas pueden ser obtenidas en una so6la generacion via doblamiento de
cromosomas de la planta haploide. Las progenies seran uniformes y no segregan. En el mejoramiento
genético por la ruta convencional se requieren seis o siete generaciones para la produccion de homocigotos.
Por lo tanto, la utilizacién de individuos haploides puede ser empleada para acortar el ciclo de
mejoramiento, ahorrar tiempo, espacio y labores.

2) Caracteres recesivos son facilmente expresados en haploides ya que no son cubiertos por los dominantes.

3) Genotipos son completamente expresados a nivel de plantas en haploides. Tipos gaméticos no son
perdidos y la gran cantidad de plantas proveen un amplio espectro para seleccidn en practicas de
mejoramiento y también para facilitar el analisis genético de gametos recombinantes.

4) Cerca del 90% de haploides y diploides homocigéticos son producidos via cultivo de anteras in vitro
(Gordon-Kamm y col., 1990).

En la induccion de microsporas para la formacion de plantulas se deben considerar multiples factores como
lo son: el estado de desarrollo de la célula sexual, el medio de cultivo empleado, condiciones de incubacion,
estado fisioldgico de la planta donadora y genotipo. Asimismo, para mejorar la frecuencia de induccion de
callos se han aplicado tratamientos fisicos 6 quimicos en las anteras, de los cuales, la exposicion a bajas
temperaturas parece ser uno de los mas efectivos (Cheng, 1986).

El cultivo de haploides ha sido empleado frecuentemente en especies arboreas perennes para la produccion
de plantas homocigoéticas diploides en tiempos relativamente cortos (algunos cuantos afios), ya que de
manera convencional (autofecundaciones sucesivas durante varias generaciones) se requeririan desde varias
décadas hasta cientos de afios para obtener una linea pura.

En la produccion de plantas transgénicas derivadas de microsporas se han realizado diversos procedimientos
de transformacién, entre los cuales se pueden mencionar: la microinyeccion de ADN, cocultivo con
Agrobacterium tumefaciens, electroporacion y biobalistica.

Aun cuando la seleccion de polen no implica la produccién de plantas haploides, es una herramienta
eficiente en el mejoramiento genético vegetal, la cual requiere que el polen sea expuesto a un tratamiento
particular y pueda ser recobrado efectivamente. La seleccion de polen ha sido llevada a cabo para obtener
resistencia a temperaturas, salinidad, metales, herbicidas y otros compuestos toxicos (Hormaza y Herrero,
1992; Petolino, 1990; Rodriguez-Garay y Barrow, 1988).
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Cultivo y fusion de protoplastos

Es el cultivo de células vegetales que han sido aisladas y desprovistas de la pared celular. Un protoplasto es
la parte viva de una célula vegetal, conteniendo citoplasma y nucleo. Si estas células son cultivadas en un
medio nutritivo adecuado pueden ser inducidas a reformar la pared celular y dividirse.

Los protoplastos pueden ser aislados por tres diferentes vias: por medios mecanicos (cortando 6 rompiendo
la pared celular), por digestion de la pared celular con enzimas (pectinasas, celulasas, hemicelulasas y
mezclas de ellas) y por combinacion de una separacion mecanica-enzimatica.

Para el aislamiento exitoso es necesario contraer la pared celular, plasmolizando las células con soluciones
de sales como cloruro de potasio y sulfato de magnesio; con azucares o alcoholes azucarados como el
manitol. La concentracion osmotica de las soluciones debe ser suficiente para causar un rompimiento del
protoplasma, pero no a una magnitud que cause dafio celular. La plasmélisis contribuye en la proteccion del
protoplasto cuando la pared es rota y confiere a la célula resistencia a los efectos toxicos de la enzima usada
en la digestion de la pared celular.

A la fecha, los protoplastos aislados son ampliamente utilizados en investigaciones con infecciones virales
en plantas, asi como para modificar la informacion genética de la célula insertando fragmentos de ADN
seleccionados.

La habilidad para recobrar plantas de cultivos de protoplastos es de vital importancia en el éxito de
proyectos de ingenieria genética.

Para inducir la fusién de protoplastos se han desarrollado diversas técnicas eficientes: la adicién de
polietilenglicol (PEG) al medio de cultivo en presencia de una alta concentracion de iones de calcio en un
pH de 8-10 y la aplicacion de pulsos cortos de corriente eléctrica directa (electro-fusioén) (Lee y col., 1996).
Los protoplastos aislados normalmente no se fusionan porque poseen una carga negativa superficial lo cual
provoca una repulsion entre ellos.

Al mezclar protoplastos de plantas de dos diferentes especies o géneros, los tipos de fusion que ocurren son:
a) Entre protoplastos de la misma planta donde la fusion del nicleo de 2 células formaria un homocarion, b)
Entre protoplastos de plantas de la misma especie (fusidn intravarietal o intraespecifica) y c¢) Entre
protoplastos de diferente especie o géneros de vegetales (fusion interespecifica o intergenérica).

Las fusiones de los tipos b) y ¢) pueden resultar en la formacion de hibridos genéticos (heterocariocitos) los
cuales pueden ser obtenidos raramente a través de cruzamientos sexuales.

Una fusidn del citoplasma (cihibrido) de un tipo de planta con el nicleo de otra es también posible. Algunas
plantas cihibridas pueden ser de utilidad en programas de mejoramiento para la transferencia de genes
citoplasmicos.

Transformacion genética

Transformar genéticamente significa adicionar informaciéon genética novedosa a un genoma, lo cual
modifica su fisiologia original. Esto implica la introduccion de genes en una célula o tejido con el uso de un
vector (generalmente es un plasmido 6 un coésmido), el cual lleva integrado el o los genes que se deseen
transferir. Las células o el tejido candidatos a la transformacion deben poseer Optimas condiciones para la
divisién celular y la capacidad de regenerar plantas.
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En 1983 se inici6 el desarrollo de protocolos para transformar plantas de interés agrondémico (Herrera-
Estrella y col., 1983). Estas técnicas incluyen el uso del cultivo in vitro de tejidos vegetales, el cual es
necesario para promover la formacion de plantas fenotipicamente normales a través de dos vias principales,
una denominada organogénesis (formacion del domo apical del meristemo, posterior crecimiento y
diferenciacion del mismo y la induccidon del sistema radicular; y otra via de regeneracion de plantas
denominada embriogénesis somatica. Estas metodologias de regeneracion son indispensables para introducir
los genes de interés que han sido aislados, secuenciados y clonados mediante técnicas de biologia
molecular. Los métodos rutinariamente utilizados para transformar una gran cantidad de plantas de
importancia agronomica son: el sistema natural de Agrobacterium tumefaciens y la biobalistica.

La seleccion de clonas transformadas es un punto clave para el éxito de la técnica, por lo que se deben
extremar cuidados en la elaboracion del sistema de seleccion. Un agente de seleccion es aquel que permite
diferenciar las células transgénicas de las no transformadas. Puede ser un antibiotico (higromicina,
kanamicina, geneticina) o un herbicida (bialafos, glifosato). La actividad de cada uno de ellos esta dada por
un gen marcador de seleccion.

Un gen reportero, como su nombre lo indica, informa si el gen de interés transferido se ha integrado o no al
genoma tratado. En teoria, el gen reportero se integra de manera conjunta con el gen de interés, ya que
ambos forman parte del vector de transformacion (Jefferson, 1987). El gen reportero que mas se emplea en
la transformacion es el gen GUS, el cual en contacto con el sustrato -glucuronidasa desarrolla coloraciéon
azul (Figura 5).

Figura 5. Expresion transitoria del gen GUS en tejido vegetal. Barra = 1 mm
Métodos de transformacion genética

Existen métodos de transformacidn genética para nucleo, mitocondrias y cloroplastos aplicables a
organismos pertenecientes a diferentes Fila:

1.- Sistema natural de Agrobacterium tumefaciens: Es un método natural que utiliza dicha bacteria como
vector bioldgico ya que posee un megaplasmido del que se transmite un fragmento denominado ADN-T
(ADN transferido). En este ADN-T se colocan los genes deseados y mediante un cocultivo con las células
candidatas a la transformacion, se lleva a cabo la transferencia. El sistema de Agrobacterium tumefaciens es
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el que mas éxito ha tenido, debido a que es posible transformar un gran nimero de especies de plantas
dicotiledéneas, gimnospermas y muy pocas especies monocotiledoneas, asi, mediante este sistema no ha
sido posible obtener métodos de transformacion genética rutinarios para el grupo de plantas mas importantes
para la alimentacion humana y animal, que son los cereales. Ello ha conducido a la implementacion de
técnicas alternativas para conseguir dicho propodsito (Tabla 1).

2.- Transferencia directa de ADN: La transferencia directa de ADN mediante el polietilenglicol (PEG) y el
fosfato de calcio, asi como la poly-L-ornitina, ayudan a transformar protoplastos al inducir cierta
permeabilidad en la membrana y permitir el libre paso de ADN. Esta fue la primera técnica alternativa que
se utilizé para transformar gramineas a mediados de los 80. Al igual que la electroporacién, no es muy
reproducible y no se ha estandarizado como una metodologia rutinaria (Tabla 1).

3.- Electroporacion: La electroporacion de protoplastos o de células intactas utiliza pulsos de corriente
eléctrica para abrir canales en la membrana celular en forma transitoria e introducir el ADN de interés. Esta
técnica fue aplicada con mediano éxito en la década de los 80 y principios de los 90 para la obtencion de
plantas transgénicas de algunos cereales como el arroz y maiz (Tabla 1).

4.-Microinyeccion de ADN: La microinyeccidon utiliza células inmovilizadas para internalizar el ADN
directamente al inyectarlo a cada célula blanco de manera individual. Esta técnica no ha tenido gran
aplicacion debido al grado de dificultad para cultivar células individuales y su posterior regeneracion a
plantas (Tabla 1).

5.- Método de las fibras de silicon carbonadas: Las fibras de silicon carbonadas, a las cuales se adhiere el
ADN, penetran directamente al interior de la célula, al aplicarles agitacion mediante vortex. Esta técnica es
de reciente implementacién y ha tenido mediano éxito (Tabla 1).

6.- La biobalistica: Es un sistema universal, el cual ha tenido una aplicacion muy amplia para el desarrollo
de la ingenieria genética. Ha permitido el analisis de una gran cantidad de promotores, genes y llevar a cabo
la elaboracidn de protocolos de transformacidon que no habian sido posibles sin su invencidn en la década de
los 90 (Tabla 1).

La técnica consiste en disparar particulas de metal (oro o tungsteno), recubiertas con el material genético
deseado (ADN purificado), impulsadas mediante descargas eléctricas, o presion de aire o gas. Actualmente,
el sistema de helio es el mecanismo mads utilizado en biobalistica y consiste basicamente en una camara
donde son colocados los tejidos vegetales, conectada a una bomba de vacio, que a su vez recibe el gas helio.
En el momento del bombardeo de las particulas a los tejidos, se deja entrar el helio a una presion dada por la
resistencia de una membrana (membrana de ruptura), al romperse deja pasar el aire a presion e impulsa a la
membrana que contiene las microparticulas recubiertas de ADN (membrana acarreadora), de manera que
¢stas son disparadas a los tejidos sin friccién y al azar, quedando la membrana retenida por una malla
(Sanford y col., 1987; Sanford y col., 1991).

Los tejidos u o6rganos bombardeados son incubados en medios de cultivo para producir plantas completas
via organogénesis o embriogénesis. Posteriormente, mediante pruebas histoquimicas y la incorporacion de
antibioticos al medio de cultivo, se seleccionan las plantas transgénicas.

La biobalistica presenta ventajas con respecto a otras técnicas de transferencia de genes, ya que de manera
directa y al azar, se insertan los genes a los nucleos de las células, proceso fisico que ocurre debido a la
presion empleada y que permite su incorporacion al genoma de la planta. En otros sistemas, como es el caso
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de las transformaciones hechas con Agrobacterium tumefaciens debe existir una relacion entre el vector y el
tejido de la planta para que funcione, lo que no es necesario cuando se usa la biobalistica.

Esta metodologia comparte con las otras técnicas de ingenieria genética el ser un evento azaroso, por lo
tanto, es impredecible saber el nimero de copias y la ubicacion de los genes extrafios dentro del ADN de la
planta, lo que hace que cada evento sea diferente y aumente la posibilidad de obtener como resultado plantas
genéticamente resistentes pero diferentes unas a otras. Las plantas transgénicas regeneradas pueden cruzarse
con otras plantas susceptibles de la misma especie produciéndose una segregacion mendeliana, como la
obtenida con el mejoramiento convencional.

Una de las desventajas de este sistema es que es costoso y que requiere suministros de alta calidad, y
equipos y personal especializado.

El método ha sido exitoso para introducir ADN en bacterias, en el nicleo de hongos, algas, plantas
superiores y animales; en mitocondrias de levaduras y algas; cloroplastos de algas y plantas superiores.
Hasta hoy, su mayor relevancia ha sido en la agricultura, aunque su aplicacion va mas alla de este campo. Se
ha probado directamente en tejidos como piel, higado, musculo y pancreas en mamiferos vivos; se discute
su aplicacion en tratamiento contra el cancer y algunas enfermedades infecciosas. Asimismo, se ha
experimentado su aplicacion hacia la inmunizacidn genética en sistemas animales.

Tabla 1. Material vegetal y métodos de transformacion

NOMBRE COMUN NOMBRE CIENTIFICO METODO (S) DE GENES
TRANSFORMACIONES FORANEOS
INTRODUCIDOS

ANGIOSPERMAS MONOCOTILEDONEAS

MAIZ BIOBALISTICA BAR, GUS
Zea mays (Fromm y col.,
Agrobacterium 1990; Gordon-
Kamm y col.,
ELECTROPORACION 1990; Ishida y
col, 1996), BT
FIBRAS DE CARBON (Koziel y col.,
1993), ALS
(Fromm y col.,
1990), HPT
(Walters, y col.,
1992), MDMV
BCCP (Murry y
col,, 1993) BAR,
GUS (Vasily col.,

TRIGO Triticum aestivum BIOBALISTICA 1992;
Yaoy col., 1996;
Agrobacterium Vasil y col.,,

1993; Khanna y
Daggard, 2002)

NPT II, GUS
TRITORDEUM Hordeum X Triticum BIOBALISTICA (Barcelo y col.,
Anfiploide 1994) NPT I,
Hordeum GUS (Ritalay
CEBADA vulgare BIOBALISTICA col.,
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1994; Tingay y

col., 1997)
ARROZ Oryza sativa HPT, GUS
(Christou y col.,
1992), BAR
Agrobacterium BIOBALISTICA (Valdez y col.,
Agrobacterium 1998)
ELECTROPORACION
MICROINYECCION
. BAR, GUS
AVENA Avena sativum BIOBALISTICA (Somers y col.,
1992; Gless y col.,
1998) BAR, GUS
CENTENO Secale cereale BIOBALISTICA (Castillo y col.,
1994) NPT 11,
GUS (Bower y
CANA DE AZUCAR Saccharum BIOBALISTICA Birch,
officinarum Asparagus 1992) HPT,
NPTII, BAR,
ESPARRAGO BIOBALISTICA GUS
officcinalis (Cabrera- Ponce y
Agrobacterium col., 1997)
AJO Allium sativum NPTII, GUS
Agrobacterium (Kondo y col.,
2000)
CEBOLLA PASTO Allium cepa Dactylis NPTII, GUS
glomerata (Eady y col.,
2000) BAR, GUS
Agrobacterium BIOBALISTICA (Denchev y col.,
1997)
PASTO Panicum virgatum _BAR’ GUS
(Richards y col,,
BIOBALISTICA 2001)
BAR,GLUF, GUS
PASTO BAHIA Paspalum notatum BIOBALISTICA (Smith y col., 2002)
BAR, GUS (Hartman y
PASTO Agrostis palustris col., 1994)
BIOBALISTICA
PASTO BANDERA Boutelua gracilis BAR, GUS (Aguado-
Santacruz y col., 2002)
BIOBALISTICA
NPTII, PRV CP
ORQUIDEA Dendrobium BIOBALISTICA (Kuehnle y Sugii, 1992)
Jaquelyn
Thomas
hybrid
PINA Ananas comosus BAR, GUS, (Espinosa y
Agrobacterium col., 2002)
BIOBALISTICA HPT, NPTII, GUS (Sagi
BANANO Musa spp. Agrobacterium y col., 1995)
. HPT, GUS (Zhan
CASAVA Manihot esculenta BIOBALISTICA col., 2(500) 24
HPT , QUITINASA
GINSENG Panax quinquefolius Agrobacterium (Chen y Punja 2002b)
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ANGIOSPERMAS DICOTILEDONEAS
Nicotiana Agrobacterium NPT II, GUS (Tomes y
TABACO tabacum BIOBALISTICA col., 1990)
TRASNFERENCIA
DIRECTA DE DNA
ELECTROPORACION
POLIETILENGLICOL
ULTRASONICACION
Solanum Agrobacterium NPT II, GUS (De Block,
PAPA tuberosum BIOBALISTICA 1988)
Lycopersicon Agrobacterium NPT II, GUS, YAC (Van
JITOMATE esculentum BIOBALISTICA Eck y col., 1995)
BAR,GUS,
Petunia (Tjokrokusumo ycol.,
PETUNIA hybrida Agrobacterium 2000)
Agrobacterium NPTII, GUS (McCabe y
SOYA Glycine max BIOBALISTICA col., 1988)
Phaseolus BAR, BGMV, GUS
FRIJOL vulgaris BIOBALISTICA (Russell y col., 1993)
Medicago NPT IL,GUS (Pereira
ALFALFA sativa BIOBALISTICA yErickson, 1995)
Arachis NPTII, GUS (Cheng y
CACAHUATE hypogea Agrobacterium Jarret., 1997)
Acacia NPTII, GUS (Xie y Hong,
ACACIA mangium Agrobacterium 2002)
Gossypium HPT, GUS (McCabe y
ALGODON hirsutum BIOBALISTICA Martinell, 1993)
Linum NPTII, (Dong y Mc
LINO usitatissimum Agrobacterium Hughen., 1993)
NPTII, GUS (Knittel y
GIRASOL Helianthus annus Agrobacterium col., 1994)
Arabidopsis NPT II, GUS, HPT (Seki
ARABIDOPSIS thaliana Agrobacterium y col., 1991)
BAR, HPT, TLP (Chen y
ZANAHORIA Daucus carota Agrobacterium Punja, 2002a)
Brassica NPTIIL, HPT, GUS (Zhang
REPOLLO CHINO campestris Agrobacterium y col., 2000)
L. ssp. pekinensis
Agrobacterium NPTIIL, BT (Halfhill y
CANOLA Brassica napus ELECTROPORACION col., 2001)
MICROINYECCION
NPTII, GUS, FERR
LECHUGA Lactuca sativa Agrobacterium (Goto y col., 2000)
Corchorus BAR, GUS (Ghosh y col.,
JUTE capsularis BIOBALISTICA 2002)
NPTII, NtFAD3 (Wakita
CAMOTE Ipomoea batatas Agrobacterium ycol., 2001)
NPT II, BAR (Cabrera-
Ponce ycol., 1995; De la
Fuente y col., 1995), CS
(De la Fuente y col.,
1997), ASR2 (Rossi y col.,
PAPAYA Carica papaya BIOBALISTICA 1998)
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Citrus reticulata

Citrus paradisi
Citrus aurantifolia
Pyrus communis

Prunus domestica

Malus x domestica

Prunus dulcis
Rubus ideaus
Rubus spp.
Larix kaempferi

Cucumis sativus

Cucumis melo

Vitis vinifera
Coffea canephora
C.

arabica
Camellia sinensis
Menthax piperita L.
var. Black Mitcham
Papaver
somniferum
Populus alba
Carya illinoensis

Juglans regia

Eucalyptus
camaldulensis

E. globulus

Hevea brasiliensis

Picea abies
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Agrobacterium
Agrobacterium
Agrobacterium
Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium
Agrobacterium
Agrobacterium
Agrobacterium
BIOBALISTICA
Agrobacterium
Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium
BIOBALISTICA

Agrobacterium

Agrobacterium

Agrobacterium
BIOBALISTICA

BIOBALISTICA

BIOBALISTICA

NPT II, BAR,
BARNASA, GUS (Liy
col., 2002)
CTV, GUS (Febres y col.,
2002)
NPTII, GUS (Penay col.,
1997)

NPTII, GUS (Mourgues y
col., 1996)
NPTIIL, GUS, PPV-CP
(Scorzay col., 1994)
NPTIL, GUS
(Sriskandarajah y
Goodwin, 1998)

NPTII, GUS (Miguel
yOliveira, 1999)
NPTII, HPT, SAM
(Mathewsy col., 1995)
NPTIL, HPT, SAM
(Mathews y col., 1995)
NPTIIL, GUS (Levee y col.,,
1997)

NPT II (Chee y Slightom,
1992)

NPTII ( Fuchs y col.,
1998)

NPTII, GUS (Das y col.,
2002)
crylAc (Leroy y col.,
2000)

NPT, GUS (Mondal y col.,
2001)
NPT, GUS (Niuy col.,
2000)

NPT, GUS (El-Ahmady y
Nessler, 2001)
BAR, GUS
(Confalonieri
ycol., 2000)

NPTII, GUS (McGranahan
ycol., 1993)
NPTII (McGranahan y
col., 1988)

NPT II (Ho y col.,
1998, GUS
Rochange y col., 1995),

(Rochange y col., 1995)

NPT,BAR, GUS
(Robertson y

www.e-gnosis.udg.mx/voll/art4



© 2003, e-Gnosis [online] Vol.1 Art4 Mejoramiento genético vegetal...Gutiérrez M. A. et al.

col,, 1992, Bishop-Hurley y

col., 2002)
Picea glauca ) NPT, GUS, NPT II, BT (Ellis y
ABETO BLANCO BIOBALISTICA col., 1993)
PINO Pinus radiata BIOBALISTICA BAR, GUS (Bishop-Hurley y
col., 2002)

NPT 11, GUS (3, 13), BT (13)NPT II: Resistencia a la kanamicina; HPT: Resistencia a la higromicina; GUS:
B-glucuronidasa; CAT: Chloramfenicol acetil transferasa; BAR: Resistencia al herbicida BASTA; ALS:
Resistencia al Clorosulfuron; BT: Resistencia a Insectos; MDMV-BCCP: Resistencia a los virus del
achaparrramiento del maiz y del moteado clorotico; PRV CP: Resistencia al virus de la mancha anular de la
Papaya; BGMV: Resistencia al virus del mosaico dorado del frijol; CS: Citrato sintasa, confiere resistencia a
la acidez provocada por el aluminio; ASR2: Promotor inducido con éacido abscisico; TSWV: Virus del
manchado acuoso del jitomate; YAC: Cromosoma artificial de levaduras. BARNASA: Ribonucleasa
quimerica, inhibe la formacién de semillas. CTV: Gen de resistencia al closteovirus de la tristeza de los
citricos-virus. GLUF: Resistencia al herbicida glufosinato. TLP: Gen que codifica para una proteina similar
al a taumatina. crylAc:Resistencia a insectos. NtFAD3:Gen que desatura 4cidos grasos saturados. SAM:
Inhibicién en la sintesis de etileno. PPV-CP: Resistencia al virus del ciruelo. FERR: Captar fierro,
incremento en la fotosintesis.
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