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El desarrollo de técnicas de manipulacion genética constituye un valioso apoyo a los sistemas de
mejoramiento convencional, principalmente en aquellas situaciones en las cuales el acceso a genes
de interés se encuentra limitado. La utilizacion de cultivos transgénicos comerciales se ha expandido
en el mundo en forma acelerada desde cuando se aprobo su uso en 1994, y son numerosos los
beneficios que se han determinado para el agricultor y para el ambiente. El presente articulo presenta
el contexto general de la manipulacion genética de cultivos, un ejemplo de desarrollos en Colombia,
relativos a la transformacion genética de Passiflora edulis para darle resistencia a virus y también
hace referencia a aspectos de bioseguridad.
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Abstract

The development of genetic manipulation techniques has become an important tool for
conventional crop breeding programs, especially where the required genes for breeding are limited.
The commercialization and worldwide use of transgenic plants has been expanding since their
approval for liberation in 1994, showing several benefits for the farmers as well as for the environment.
This paper presents the general context of crop genetic manipulation, an example of developments
in Colombia in genetic transformation of Passiflora edulis for virus resistance, and finally it refers
to Biosafety issues.
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Introduccion

Este articulo se presenta en tres secciones: la primera
ofrece un contexto general sobre el mejoramiento de cul-
tivos mediante técnicas de manipulacién genética, sus
principales conceptos y principios, asi como una vision
global sobre el tema. La segunda seccion presenta un ejem-
plo de experiencias en Colombia: la transformacion
genética de Passiflora edulis para obtener resistencia a
los virus. La tercera seccion, relacionada con aspectos
generales de bioseguridad, plantea la importancia del for-
talecimiento en este campo para una adecuada y segura
aplicacion de los desarrollos biotecnologicos.

I.- Mejoramiento de cultivos y manipulacién genética
Agricultura y mejoramiento de cultivos

La seleccion y el mejoramiento de cultivos se iniciaron
desde que la humanidad, hace mas de 10.000 afios, dejo de
ser ndmada para establecerse en zonas o regiones en donde
se encontraban alimentos y condiciones adecuadas para su
bienestar. El cambio de los habitos de caza, pesca y de
recoleccion de plantas al de cultivos agricolas se conside-
r6 tan importante que se denomind la “revolucién
neolitica”. La era neolitica fue una etapa de la evolucion
de la humanidad caracterizada por el desarrollo de nuevas
herramientas y métodos de supervivencia. El sedentarismo
eventualmente ocasioné un incremento en el crecimiento
de la poblacion y las sociedades desarrollaron sistemas de
organizacion jerarquica. Como componente de este proce-
s0, se inici6 la domesticacion de cultivos y animales diri-
gida a satisfacer las necesidades del cultivador y del usuario,
lo cual condujo a cambios en la composicion genética de
los organismos domesticados. A partir de ese momento la
humanidad empez6 a reducir el nimero de especies de las
cuales procuraba alimento, utilizando preferencialmente
aquéllas que le permitian obtener mejores productos o
mayores rendimientos. Por otra parte, los viajes de explo-
racion modificaron considerablemente la agricultura mun-
dial. El intercambio intercontinental de especies vegetales
alter6 en forma sustancial la distribucion y abundancia de
muchas especies de uso agricola. Plantas domesticadas en
una region del mundo, con frecuencia encontraban en otro
sitio condiciones similares, o alin mas ventajosas para su
desarrollo.

El mejoramiento y la manipulacion genética se inicia-
ron, desde cuando se origind la agricultura; entonces el
hombre empez6 a cruzar plantas o animales para que ex-
presaran caracteristicas particulares. Durante mucho tiem-
po esta manipulacion se limitd a la seleccion artificial de
caracteristicas deseadas en los individuos de una pobla-

cidn, y a intercambios genéticos entre especies relaciona-
das. Estos cambios dependian de la variacidon genética
disponible en las poblaciones, y de la estabilidad de los
mismos, de su transferencia a las siguientes generaciones
(Chrispeels & Sadava, 2003). Desde su inicio, el mejora-
miento de cultivos, ha buscado responder a requerimien-
tos de produccion, tales como el manejo de plagas y
enfermedades, rendimiento y calidad del producto cose-
chado, respuesta a insumos, caracteristicas para el proce-
samiento del producto, arquitectura de la planta y
tolerancia a factores abidticos, entre otros.

La seleccion y mejoramiento de cultivos, asi como las
practicas agricolas convencionales, durante mas de 10.000
afos, han ocasionado una serie de impactos ambientales
entre los cuales la erosion genética es uno de los que esta
causando mayor preocupacion. Los fitomejoradores han
visto limitadas las posibilidades de mejoramiento median-
te las técnicas convencionales, debido a la reduccion del
acervo genético de las especies cultivadas y de sus pa-
rientes silvestres (Dale et al., 2002). La tecnologia de
genes, que permite transferir o modificar genes de interés,
representa un apoyo muy valioso para el mejoramiento
de cultivos con el uso de plantas genéticamente modifi-
cadas (plantas GM). El desarrollo de las técnicas de mani-
pulacion genética permite la introduccion de genes de
especies no relacionadas filogenéticamente, es decir, per-
mite superar las distancias entre los acervos genéticos,
manifestadas en barreras biologicas de reproduccion
sexual, las cuales impiden en condiciones naturales el
intercambio de genes de interés agricola (N.U., 2003).

Transformacion genética de plantas

El fitomejoramiento convencional, que entre otros
métodos utiliza hibridizacion, es lento, y se limita a un
numero reducido de genomas y a la restriccion de las ba-
rreras naturales de cruzamiento entre especies. Los avan-
ces en biotecnologia vegetal han permitido sobrepasar
estas barreras y hacen posible transferir genes especificos
a las plantas. La posibilidad de introduccion e integra-
cion estable de genes foraneos en el genoma vegetal es
una herramienta muy util en el fitomejoramiento (Birch,
1997). La transformacion genética de plantas no reempla-
za al fitomejoramiento convencional. Se trata simplemente
de una herramienta adicional que puede facilitar y contri-
buir al mejoramiento de cultivos (N.U., 2003). Una vez se
obtiene una planta transgénica en el laboratorio, se re-
quieren varios afios de mejoramiento, con el fin de, por
un lado asegurar que la nueva planta presente realmente
los caracteres deseados y, en forma complementaria, mul-
tiplicar las semillas o propagulos para su distribucion
comercial.
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La tecnologia de genes presenta varias ventajas sobre
los sistemas convencionales de fitomejoramiento. La prin-
cipal es que se trata de una metodologia especifica, dado
que se estan transfiriendo o modificando en una planta, de
genoma conocido, solamente unos pocos genes. Adi-
cionalmente, es una técnica mas rapida que el mejoramien-
to convencional (Vasil, 1999). A diferencia de los sistemas
de seleccion y cruzamiento, la transformacién genética
vegetal permite al mejorador introducir cualquier gen de
cualquier organismo en un cultivo (ABSP, 2004). En la
practica, los investigadores obtienen un gran nimero de
lineas transformadas para un gen especifico, y efectiian
analisis convencionales para asegurar que la nueva linea
presente exactamente las mismas caracteristicas de la linea
parental a excepcion de la nueva caracteristica introduci-
da. La tecnologia de genes no elimina el mejoramiento
convencional, sino que lo complementa como cualquier
otro método de laboratorio.

Un aspecto importante por considerar es el de que mu-
chas de las caracteristicas agronémicas de un cultivo se
obtienen como resultado de la accion de varios genes, es
decir son caracteristicas poligénicas (Vasil, 1999). Mu-
chos de los caracteres que los fitomejoradores desean in-
corporar a un cultivo se encuentran controlados de forma
muy compleja, definida por varios genes en forma de ca-
racteres cuantitativos, que se expresan en distribuciones
continuas en poblaciones de progenie. Estas distribucio-
nes se pueden determinar por herencia debida a multiples
genes o por el ambiente (Chrispeels & Sadava, 2003).
Mediante la tecnologia de genes solamente se pueden
introducir o modificar uno o unos pocos genes en la plan-
ta. Para desarrollar con éxito plantas transgénicas se re-
quiere que el caracter deseado sea producto de la expresion
de uno o de muy pocos genes, y tener disponibilidad de
ese gen especifico, para transferirlo.

Las aplicaciones de la tecnologia de genes a la trans-
formacion genética de plantas dependen esencialmente
de técnicas de cultivo de tejidos, de biologia molecular y
también involucran técnicas microbiolégicas (Vasil,
1999). En las ultimas décadas, los genetistas moleculares
han realizado enormes avances que han permitido el de-
sarrollo de nuevos campos de la ciencia, principalmente
en los aspectos referentes a tecnologia de genes y bio-
tecnologia vegetal. Los avances en la transformacion
genética dependen de las nuevas tecnologias que permi-
ten a los investigadores aislar, identificar y clonar los
genes. La tecnologia del DNA recombinante (rDNA), o
tecnologia de genes, se desarrollo principalmente en la
década de 1980, pero tuvo su origen en el conocimiento
de los plasmidos y de las enzimas de restriccion de las

bacterias, ocurrido en la década de 1970 (Chrispeels &
Sadava, 2003). Las enzimas de restriccion y los plasmidos
bacterianos son, actualmente, algunas de las herramien-
tas que facilitan la manipulacion de los genes en el labo-
ratorio. Dado que el DNA de todos los organismos presenta
la misma estructura, se puede fragmentar en segmentos, y
los segmentos pueden ser unidos de nuevo en multiples
combinaciones y, en forma complementaria, utilizar la ca-
pacidad que tienen algunos plasmidos bacterianos de
poder ser transferidos de uno a otro organismo.

El procedimiento corriente utilizado para la transfor-
macion genética de plantas de cultivo incluye varias eta-
pas. Generalmente, a partir de la definiciéon de un problema
o limitante de produccion, y el aislamiento y disponibili-
dad de un gen de interés a partir de cualquier organismo
(que permita enfrentar el problema), se realiza la transfe-
rencia y la integracion estable de ese gen al genoma de
las células vegetales mediante la preparacion de un vector
y un sistema de transferencia adecuado. Para la transfe-
rencia exitosa de genes, uno de los factores mas impor-
tantes es el de tener disponible un gran numero de células
competentes, tanto para la transferencia de genes, como
con capacidad de regeneracidon adecuada en sistemas de
cultivo de tejidos (Birch, 1997). En el proceso, se selec-
cionan las células transformadas y se obtiene regenera-
cion de plantas completas en las cuales se evalta tanto la
presencia del transgen, como el fenotipo deseado en el
momento requerido. El desarrollo de brotes y su arraigo
en un medio que contenga el agente selectivo general-
mente es indicativo de transformacion exitosa. El transgen
debe transferirse a la descendencia en forma mendeliana.

Se han utilizado varias estrategias para la obtencion
de plantas transgénicas, que incluyen métodos bioldgi-
cos como la utilizacion de la bacteria Agrobacterium, o
métodos fisicos como biolistica (bombardeo de particu-
las), electroporacion, abrasion con fibras, tratamiento con
polietilenglicol (PEG), utilizacion de laser y micro-
inyeccion. Entre los métodos mas utilizados y efectivos
se encuentra la transformacién por medio de Agro-
bacterium (utilizando 4. tumefaciens o A. rhizogenes).
Agrobacterium, bacteria natural del suelo, es considerada
como un ingeniero genético natural, que utiliza un com-
plejo y muy evolucionado sistema de transferencia e inte-
gracion de genes, aiin no dilucidado totalmente. Parte del
mecanismo de transferencia e integracion del DNA fora-
neo a la planta se efectia mediante un complejo de pro-
teina y DNA de cadena sencilla, que se introduce en un
nimero reducido de copias por célula vegetal (Birch,
1997). Probablemente, la mayor ventaja de la transforma-
cion por medio de Agrobacterium es que ofrece el poten-
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cial de generar células transgénicas a altas frecuencias
relativas sin que se presente una reduccion significativa
en la capacidad de regeneracion (Zupan & Zambryski,
1997).

En condiciones naturales, Agrobacterium, es patdgena
para algunas especies de plantas, causandoles induccion
de tumores. El estudio de este fendémeno permitio el des-
cubrimiento de la transferencia de genes bacterianos en
plantas. Cuando la bacteria infecta el tejido vegetal, le
transfiere parte del genoma de un plasmido que posee.
Los genes transferidos ocasionan una proliferacion de
células no diferenciadas que constituyen el tumor o aga-
lla de corona. De unas 200 kilobases, el plasmido llama-
do Ti (inductor del tumor) posee una porcion denominada
de transferencia (T-DNA) que es el segmento de acido
nucleico que se transfiere a la célula vegetal en donde
puede integrarse de manera estable en el genoma. Aunque
de origen bacteriano, los plasmidos pueden transferir se-
cuencias regulatorias eucaridticas que se transcriben ac-
tivamente en plantas (Birch, 1997, Chrispeels & Sadava,
2003).

DNA de transferencia (T-DNA)

Los estudios en Agrobacterium permitieron encontrar
esta transferencia natural de genes entre especies diferen-
tes, lo que facilitd el desarrollo de la ingenieria genética
vegetal. El DNA que se transfiere a la célula (T-DNA) es
una pequefia seccion del plasmido Ti de unas 23 kilobases
de tamafio, en donde pueden insertarse secuencias foraneas
para la transformacion genética. Al eliminar del T-DNA
del plasmido Ti los genes asociados con la patogenicidad,
y reemplazarlos, utilizando técnicas de rDNA, por genes
de caracteristicas deseadas, se encontrd que se obtenian
células vegetales portadoras de los genes deseados para
el mejoramiento. Para la transferencia exitosa de genes a
células vegetales por parte de cepas de Agrobacterium,
son necesarios tres componentes. Se requiere el conjunto
de genes de virulencia (vir) localizados en el plasmido Ti
los cuales son activados por factores de la planta, el DNA
que se transfiere (T-DNA) en si mismo, y una serie de genes
del cromosoma bacteriano (chv) necesarios para la expre-
sion de la virulencia (Zupan & Zambryski, 1997).

Los bordes del T-DNA se utilizan en forma diferencial,
dado que la transferencia es polar. El contexto de los bor-
des de DNA influye considerablemente en su actividad,
el borde derecho es decisivo, puesto que la transferencia
del T-DNA se inicia desde este extremo. Adyacente al seg-
mento promotor lider se localiza una regién sintética
(poliligador o polylinker) con sitios Unicos de restriccion
para la insercion de las secuencias codificantes derivadas

de genes procarioticos o eucarioticos, incluidas secuencias
gendmicas con intrones o cDNA (Zupan & Zambryski,
1997).

Para la expresion en células vegetales, los genes
foraneos deben presentar un promotor apropiado; secuen-
cias adecuadas de iniciacion y terminacion de la trans-
cripcidn (57 y 37); y estabilidad y traduccion de su RNA
mensajero. El enfoque convencional para obtener un buen
nivel de expresion de un gen foraneo requiere la transfor-
macion de la planta con el gen (o genes) de interés ligado
con un promotor adecuado (Birch, 1997). Se ha observa-
do que los elementos reguladores de ciertos genes de
Agrobacterium pueden ser activos al transferirse, por lo
cual se han utilizado exitosamente para la expresion di-
recta en células vegetales. Algunas de las secuencias
reguladoras bacterianas que funcionan adecuadamente y
han sido utilizadas incluyen los promotores de la nopalina
sintetasa (nos), de la octopina sintetasa (ocs) y de la
manopina sintetasa (man). Adicionalmente, los virus ve-
getales, los cuales dependen de factores de transcrip-
cion y traduccion, también han sido utilizados como fuente
de secuencias reguladoras en plantas. La secuencia 35S
del Virus del mosaico de la coliflor (promotor CaMV 358)
ha sido uno de los promotores vegetales mas caracteriza-
dos y efectivos. Es el promotor no-especifico mas conoci-
do y ampliamente utilizado, tanto para especies de
dicotiledoneas, como de monocotiledoneas, dado que per-
mite mayores niveles de expresion (30-100 veces) que los
de otros promotores (AGBIOS, 2002).

En principio, la clonacion en vectores plasmidicos es
relativamente simple. E1 DNA del plasmido se escinde
con una enzima de restriccidon y se une in vitro con la
secuencia foranea. Los plasmidos recombinantes resul-
tantes se utilizan para la transformacion de bacterias. Una
vez el DNA foraneo ha sido insertado al vector Ti, la mo-
lécula recombinante es transferida a una cepa de
Escherichia coli para su amplificacion y posteriormente
a un Agrobacterium que contenga un plasmido Ti “asis-
tente” apropiado para el proceso (Sambrook et al., 1989).
Los vectores binarios pueden ser transferidos de E. coli a
Agrobacterium por transformacion directa o por conjuga-
cion. Uno de los sistemas mas eficientes para la transfor-
macion del Agrobacterium es la transformacion tripartita,
en la cual se utilizan dos cepas de E. coli, y la de
Agrobacterium que se va a transformar. Puesto que el vector
(Agrobacterium) no posee las funciones de movilizacion
necesarias para la transferencia durante la conjugacion,
se adiciona una cepa de E. coli de apoyo, la cual suminis-
tra esta funcion. La ventaja de la transformacion tripartita
es que permite una frecuencia de transformacion
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bacteriana mas alta, comparada con la transformacion di-
recta (Zupan & Zambryski, 1997).

Marcadores de seleccion

En general, sin importar el sistema que se utilice para
la transformacion vegetal, la eficiencia del proceso es baja;
solamente unas pocas células son transformadas y la ma-
yoria permanece sin transformarse. Con el fin de seleccio-
nar las células transformadas en etapas tempranas del
proceso se utilizan marcadores de seleccion, que buscan
eliminar las células no transformadas y dejan solamente
las transformadas, utilizando un gen adicional al de inte-
rés, denominado gen de marcador de seleccion (ABSP,
2004). Los marcadores de seleccion mas utilizados en la
década de 1990, fueron algunos genes de resistencia a
antibidticos o a algunos herbicidas, capaces de inactivar
o de bloquear la accién del producto sobre la célula por-
tadora del gen de resistencia.

Entre los genes que confieren resistencia a anti-
biodticos, uno de los mas utilizados para seleccionar las
células vegetales y las plantas que han integrado el
transgen, ha sido el gen de resistencia a kanamicina. El
posible uso de plantas con genes de resistencia a
antibidticos en la alimentacion, ha planteado la inquie-
tud de que estos genes puedan ser transferidos a las po-
blaciones de bacterias que conviven en el sistema
digestivo humano. La probabilidad de que esto ocurra es
infinitamente pequefla puesto que se requeriria que se
verifiquen en el estdbmago e intestino sucesos altamente
improbables, para que el gen de resistencia no se degrade
junto con el resto del alimento consumido y, para que se
incorpore en una bacteria que lo pueda expresar correcta-
mente. Adicionalmente, conviene recordar que los genes
de resistencia a antibioticos estan ampliamente distribui-
dos en la naturaleza. Por ejemplo, se ha calculado que un
individuo sano en un ambiente sano puede ingerir diaria-
mente 1.200.000 bacterias resistentes a antibidticos. Por
ello, seria mucho mas probable que los genes de resisten-
cia de estas bacterias, ingeridas diariamente, pasaran a las
bacterias del sistema digestivo o a otras bacterias del me-
dio ambiente, en lugar de que lo hagan los genes prove-
nientes de la planta transgénica (Bryant, 2001). Aunque,
como se ha indicado, no existe ningun motivo fundamen-
tado para sospechar que el uso de genes de resistencia a
antibidticos en las plantas transgénicas sea un riesgo para
la salud, en la actualidad existen multiples métodos de
seleccion alternativos que estan relegando el uso de los
genes de resistencia a antibioticos.

Dada la preocupacion por el uso de marcadores de se-
leccion cuya utilizacion pudiera presentar impactos en otros
organismos, y teniendo en cuenta que entre los marcadores
de seleccion mas comunmente utilizados se encuentran los
de resistencia a antibidticos y herbicidas, los investigado-
res han tratado de buscar alternativas para el uso de marca-
dores ambientalmente mas amigables (Daniell, 1999). Entre
estos genes se encuentra el responsable de la produccion
de la proteina verde fluorescente (GFP) proveniente de una
medusa, el cual permite seleccionar las células transforma-
das en cultivo in vitro, y no involucra el uso de antibidticos,
de herbicidas, ni de genes de resistencia a los mismos
(Daniell et al., 2002). Entre los genes de seleccion positiva
que se estan utilizando, se incluyen el que permite la utili-
zacion de sustratos especificos con el uso de genes como B-
galactosidasa (gen lacZ), el gen de la B-glucoronidasa (gus),
el de la luciferasa, y el gen de la enzima fosfomano-
saisomerasa (mand) (AGBIOS, 2002). Bajo este mismo
contexto, se adelantan estudios relativos a la remocion de
marcadores de seleccion por métodos de biologia molecular,
y a la utilizacion de estrategias para el uso de herencia
materna citoplasmatica —exclusivamente—, entre los que se
encuentra la transferencia de genes via cloroplastos
(Daniell et al., 2002).

Regeneracion de plantas

Otra de las etapas fundamentales en la obtencion de
plantas transgénicas es el desarrollo de técnicas de rege-
neracion. La capacidad de regenerar una planta completa
a partir de una célula vegetal (totipotencia) es uno de los
hechos que facilité los avances en transformacion
genética. La capacidad de regeneracion varia, no sola-
mente entre células y tejidos sino que difiere también entre
especies, cultivariedades y genotipos, y responde a esta-
dos de desarrollo y a condiciones fisiologicas y ambien-
tales (Birch, 1997). Las células que se van a transformar
deben ser competentes tanto para transformacidén, como
para regeneracion de plantas completas. Para la regenera-
cion se busca la inducciéon de mecanismos morfogenéticos
y se puede lograr a través de organogénesis, es decir me-
diante la obtencidn de brotes los cuales son enraizados, o
por embriogénesis somatica. Los analisis moleculares de
presencia del transgen y su(s) producto(s) pueden iniciar-
se desde los cultivos “in vitro”. Una vez regeneradas las
plantas completas se complementa la evaluacion de pre-
sencia del transgen y de fenotipo, es decir el comporta-
miento del transgen en el nuevo individuo.
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Transformacion de plantas para protecciéon contra
virus

La transformacién de plantas para resistencia a virus
se basa en el concepto de proteccion o resistencia deriva-
da del patégeno (PDR) propuesto por Sanford y Johnston,
cuyos origenes se remontan a 1929 cuando McKinney
demostré que podia proteger de infeccién por una cepa
virulenta de virus del mosaico del tabaco (TMV) a plan-
tas de tabaco previamente inoculadas con una cepa
avirulenta del mismo virus, lo que se denomin6 protec-
cion cruzada (Sanford & Johnston, 1985).

Los complejos procesos involucrados en este sistema
de proteccion cruzada no han sido completamente diluci-
dados, se ha demostrado que son varios los mecanismos
que actian, y ningiin modelo simple lo explica por com-
pleto, por lo cual han sido motivo de controversia. El
concepto de resistencia derivada del patdogeno propone
que la resistencia a un patégeno o parasito particular pue-
de ser obtenida mediante la introduccién de un gen del
genoma del patégeno a su huésped. Se fundamenta en el
hecho de que en cualquier interaccion huésped-patdogeno
se encuentran presentes ciertas funciones celulares codi-
ficadas por el patdgeno, las cuales son esenciales para el
patdgeno, pero no para el huésped. Si se interrumpe algu-
na de estas funciones, el proceso de infeccion se puede
impedir (Sanford & Johnston, 1985). Un requisito para
el uso de la proteccion mediada por el patdégeno es que
ninguno de los mecanismos utilizados puede interferir
con funciones esenciales del huésped; sus efectos deben
ser minimos o nulos en la planta huésped. La seleccion
del gen adecuado del patogeno es la clave para este tipo
de resistencia. Una ventaja del trabajar en este campo es
que los genomas de los patdogenos, particularmente los de
los virus, son relativamente pequeiios, lo que facilita su
aislamiento e identificacion (Hodson, 1999). La transfor-
maciéon de plantas con secuencias de genomas virales
puede producir plantas protegidas contra el virus del cual
se derivo esa secuencia. La naturaleza de la resistencia es
variable y puede ser mediada por proteinas o por RNA
(van de Boogaart et al., 1998).

Los virus difieren considerablemente en su composi-
cidn genética y en su morfologia; sin embargo presentan
mecanismos generales de expresion y control, y presen-
tan etapas comunes en sus ciclos de vida. Cada etapa del
ciclo de vida del virus puede, potencialmente ser altera-
da. El objetivo de la transformacion genética para protec-
cion a virus, con o sin expresion de una proteina
codificada por la secuencia dada, es interferir con algin
aspecto de la multiplicacion del virus y, de esta manera
conferir resistencia funcional (Waterhouse ef al., 1998).

Se han utilizado diferentes secuencias virales para trans-
formacion de plantas con proteccion a virus. Entre las
mas comunmente empleadas se encuentran el gen de la
cubierta proteica (CP) y secuencias de replicasas (NIb).
Los mecanismos de la protecciéon no se conocen comple-
tamente. Sin embargo, es posible que cualquier secuencia
viral tenga la capacidad de inducir resistencia a virus,
mediante diferentes mecanismos, los cuales incluyen la
expresion de la proteina o algun tipo de silenciamiento
post-transcripcional de genes (van de Boogaart ef al.,
1998).

Estado actual en el mundo de los cultivos
transgénicos

Actualmente existe la posibilidad de que los culti-
vos transgénicos faciliten una nueva dimensidn con res-
pecto de los sistemas de control de plagas, enfermedades
y malezas. La “primera generacion” de cultivos
transgénicos se dirigid principalmente a la obtencion de
plantas con caracteristicas agronémicas que les confi-
rieran resistencia o tolerancia a algunos de los factores
limitantes de produccion tales como plagas y enferme-
dades, o que facilitaran el control de malezas. Los desa-
rrollos actuales buscan adicionalmente, mejora en la
calidad nutricional de los productos o en calidad indus-
trial y tolerancia a factores abidticos tales como
salinidad, sequia o heladas. Es decir, la transformacion
genética ha pasado de la solucion de problemas de pro-
duccion hacia la calidad y manejo de los productos,
como respuesta a requerimientos de fitomejoramiento
cuyo abordaje, por sistemas convencionales, ha sido di-
ficil (Kirby, 1999). Se trata de utilizar la posibilidad de
introducir o modificar genes o secuencias utiles que no
se encuentran disponibles en los cultivos o variedades
comerciales o en sus parientes silvestres.

Los avances y desarrollos en manipulacién genética
de plantas han sido muy dindmicos en los ultimos afios,
asi como la utilizacion de los cultivos transgénicos. Es
asi, como de 1.7 millones de hectareas plantadas en culti-
vos comerciales transgénicos en 1996, se pas6 a 67.7 mi-
llones de hectareas en el mundo en el afio 2003. Hubo un
incremento del 15% de la superficie sembrada con culti-
vos GM de 2002 a 2003. Estas 67.7 millones de hectareas,
fueron cultivadas por siete millones de agricultores en 18
paises (11 paises en desarrollo y 7 industrializados). Alre-
dedor de un tercio (30%) del area cultivada con cultivos
transgénicos —equivalente a mas de 20 millones de hecta-
reas-, se encuentra en paises en desarrollo, en los cuales el
incremento de superficie sembrada es mayor que en los
paises desarrollados. En 2003, seis paises cultivaban el
99% del area global de cultivos transgénicos, (Estados
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Unidos el 63%; Argentina el 21%; Canada el 6%; Brasil
el 4%; China el 4%; y Sudafrica el 1%). (James, 2003).

En relacion con los paises en desarrollo, China y
Sudafrica tuvieron un incremento del 33% en cultivos
transgénicos. China present6 en 2003 el 58% de sus culti-
vos de algoddn con algodon transgénico (2.8 millones de
hectareas) y Sudafrica increment6 sus cultivos GM de maiz,
soya y algodon, especialmente en maiz, en el cual se pasd
de 6.000 hectareas en 2002 a 84.0000 hectareas en 2003.
Argentina contintia aumentando sus cultivos GM; la adop-
cion de soya GM se encuentra cercana al 100% del cultivo,
y se presentan algunos incrementos en maiz GM. India ha
incrementado el cultivo de algoddn transgénico en cerca
de un 100%. Entre los paises que han aprobado la intro-
ducciéon comercial de cultivos GM se encuentran México,
Uruguay, Rumania, Bulgaria, Colombia y Honduras con
porcentajes relativamente bajos en relacion con la cober-
tura mundial (James, 2003). Brasil, Indonesia y Filipinas
también han iniciado siembras comerciales con cultivos
GM.

El principal cultivo GM a nivel comercial es la soya
(61% del area global) con 41.4 millones de hectareas;
seguida por el maiz (23%) con 15.5 millones de hecta-
reas; el algodén (11%) con 7.2 millones de hectareas; y la
canola (5%) con 3.6 millones de hectareas. Durante el
periodo evaluado 1996-2003, el rasgo dominante en los
cultivos GM comercializados ha sido en forma consisten-
te la tolerancia a herbicidas, con la soya como cultivo
dominante, y en segundo lugar, la caracteristica de resis-
tencia a insectos. Los cultivos GM que presentan en for-
ma conjunta genes con tolerancia a insectos y a herbicidas
(“stacked genes”—genes combinados—), han tenido buena
aceptacion, lo cual se ratifica por el incremento en su
utilizacion (5.8 millones de hectareas), que cubre el 8%
de la superficie total de cultivos transgénicos (James,
2003).

Beneficios de los cultivos transgénicos

La utilizacion de cultivos transgénicos durante el tiem-
po que llevan de comercializacion (1994-2003), ha res-
pondido a las expectativas de millones de grandes y
pequefios agricultores, tanto en paises desarrollados como
en paises en desarrollo, presentando ventajas econémicas,
ambientales y sociales a los agricultores y a su entorno
(James, 2003). Después de una década de comercia-
lizacion de los cultivos de transgénicos, cientificamente
se han comprobado beneficios ambientales como resulta-
do de su utilizacion. Entre estos se encuentran, depen-
diendo del cultivo GM y de la region en donde se utilice,
la disminucion de productos quimicos por resistencia o

tolerancia a plagas y enfermedades; en muchos casos el
aumento en la diversidad de fauna; un incremento en los
rendimientos y calidad como resultado indirecto de la
disminuciéon de plagas y enfermedades; conservacion y
mejor uso del suelo; mejor utilizacion de los insumos para
una agricultura sostenible y reduccion en la presion so-
bre ecosistemas naturales, lo cual favorece la conserva-
cion de la biodiversidad.

El gran reto esta en el manejo y utilizacion de los
cultivos transgénicos de manera tal, que sean favora-
bles ambientalmente, y faciliten la conservacion y el
uso sostenible de la biodiversidad. Es necesario com-
binar y equilibrar el uso de cultivos GM con practicas
agronomicas que favorezcan la diversidad de cultivos,
promuevan la rotaciéon de los mismos, favorezcan la
fertilidad del suelo y la biodiversidad silvestre de los
ecosistemas naturales, de forma tal, que sean minimos
los impactos negativos de la agricultura en el ambien-
te. Bajo esta situacion, las regulaciones para cultivos
GM buscarian fundamentalmente aumentar su produc-
tividad, y asi reducir el alto costo de impactos adver-
sos sobre la biodiversidad y los ecosistemas que la
agricultura convencional ha producido durante siglos
(Dale et al., 2002). Muchos de los impactos posibles y
de los temores relacionados con el uso de cultivos
transgénicos no son exclusivos de los cultivos modifi-
cados genéticamente, pues son similares a los presen-
tados por cultivos convencionales.

Los avances en transgénesis han permitido la obten-
cion de cultivos resistentes a insectos (principalmente
plantas que portan genes de Bacillus thuringiensis Bt, o
el uso de genes naturales de resistencia provenientes de
otras especies), a virus (mediante la introduccion de las
secuencias de la cubierta proteica, secuencias anti-senti-
do y otras técnicas) y a hongos con diversos genes. En
relacion con el control de insectos, el uso extendido y
frecuente de productos quimicos para controlar plagas
primarias, no solo contamina el ambiente, sino que afecta
la presencia de otros organismos que sirven como control
bioldgico natural y que previenen el surgimiento de pla-
gas secundarias. Con el uso de plantas genéticamente
modificadas para resistencia a insectos, se disminuye o
elimina la necesidad de productos quimicos de amplio
espectro, y los sistemas naturales de control bioldgico
tienen mayor posibilidad de suprimir poblaciones de pla-
gas secundarias. De esta manera, se mantiene la diversi-
dad y abundancia de presas para aves, roedores y anfibios
(Dale et al., 2002).

Algunas de las plantas transgénicas para resistencia a
insectos (Bt) pueden presentar una ventaja ambiental so-
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bre los productos quimicos que se emplean corrientemen-
te, porque no se esparcen indiscriminadamente, y asi, no
afectan a los insectos benéficos (biocontroladores), ni en
general, a los que se encuentran en el agroecosistema
(Kirby, 1999). Hay datos que muestran una reduccion en
el uso de insecticidas, hasta de mas del 50%, para culti-
vos con genes de Bacillus thuringiensis (plantas Bt), los
cuales confieren resistencia o tolerancia a algunos insec-
tos (Nill, 2002; Bryant, 2001). En Australia, alrededor
del 30% del algodon cultivado es GM (Bt), y para el se ha
encontrado una reduccion en el uso de insecticidas de
cerca del 75% (Wright, 2003). Los rendimientos prome-
dio en cultivos de algodon Bt en Estados Unidos se han
incrementado en un 7% y en algunos casos, a estos culti-
vos no se esta aplicando insecticida quimico alguno. Para
el caso de maiz Bt, los rendimientos han aumentado
aproximadamente en un 10% y los agricultores informan
que no aplican ningun tipo de insecticida (Nill, 2002).
Adicionalmente, la reduccion en el uso de insecticidas
que se ha obtenido con el uso de los cultivos Bt con resis-
tencia a determinados insectos, comparada con cultivos
convencionales no transformados, en los cuales se utili-
zan insecticidas de amplio espectro, ha mostrado un in-
cremento de especies de insectos en los cultivos GM, con
un consecuente incremento en la poblacidon de fauna rela-
cionada con estos, como es el caso de muchas especies de
aves y pequeflos mamiferos (Wright, 2003).

Por su parte, la utilizacién de plantas GM para resis-
tencia a herbicidas ha mostrado una reduccién en el uso
de los mismos, principalmente en el numero de aplicacio-
nes por cosecha, aspecto de gran impacto tanto ecologico
como economico. Evaluaciones de mas de cinco afos en
remolacha azucarera tolerante a herbicida, mostraron que
estos cultivos permiten proliferacion de insectos y arafias
en los alrededores con el consecuente incremento de la
poblacion de aves. Adicionalmente se observo el doble
de malezas en las parcelas MG, comparadas con las con-
vencionales, lo cual permitia mayor abundancia de
fauna debido a una reduccién en el uso de herbicidas
(Arthur, 2003). Resultados analogos fueron presentados
por Green (2002) quien encontré mayor abundancia de
malezas, semillas e insectos, alimento fundamental para
las aves silvestres en remolacha azucarera MG.

En el caso de cultivos con resistencia o tolerancia a
virus, también se encuentra una reduccion en el uso de
plaguicidas quimicos, dado que no se requiere de la apli-
cacion de insecticidas para el control de los insectos
vectores del virus. Al incrementar la poblacion de insec-
tos vectores, aumentan las poblaciones de sus predadores,
y como consecuencia, la presencia de organismos benéfi-

cos de control bioldgico en los agroecosistemas (Dale et
al., 2002).

II Experiencias en Colombia: transformacion genética
de Passiflora edulis para resistencia a Potyvirus

El trabajo de transformacion de P. edulis para resisten-
cia a virus fue motivado por un estudio que se realizé en
diferentes zonas de Colombia para determinar la presen-
cia e incidencia de virus en especies de este género. Entre
los factores que limitan la produccién de Passiflora se
encuentran plagas y enfermedades, principalmente oca-
sionadas por virus y hongos. Se ha encontrado un incre-
mento dramatico en la incidencia de virus, particularmente
del género Potyvirus, de la familia Potyviridae. El estu-
dio de Potyvirus en muestras recolectadas en cultivos
comerciales de Colombia, permiti6 caracterizar una cepa
del Virus del Mosaico de la Soya (SMV), la cual mostrd
un 97.3% de homologia con la cepa original del SMV.
Este virus apareciéo ampliamente distribuido en cultivos
de maracuya y granadilla (incidencia mayor del 95% en
maracuya), en los cuales ocasiona dafios severos (Benscher
et al., 1996, Hodson, 1999, Varén et al., 1992).

El genoma tipico del potyvirus consiste en una cade-
na sencilla de RNA linear positivo (ss + RNA) de alrede-
dor de 10.000 nucleotidos (10 kb) (Benscher et al., 1996).
En contraste con los hallazgos en otros virus, en potyvirus
se ha encontrado que, en la resistencia mediada por la
cubierta proteica (CP), no se requiere una correlacion en-
tre los niveles de CP expresados y los niveles de protec-
cion (van de Boogaart ef al., 1998).

Sistemas de regeneracion de plantas y sensibilidad
al marcador de selecciéon

Como se menciono, uno de los componentes funda-
mentales para la transformaciéon genética de plantas de
cultivo es la disponibilidad de un sistema eficiente de
regeneracion de plantas completas, asi como la evalua-
cion de marcadores de seleccion que permitan identificar
en etapas tempranas los posibles transformantes (trans-
formantes putativos). Debido a la escasa literatura encon-
trada para Passiflora spp., y a la carencia de metodologia
disponible para un sistema eficiente de regeneracion/se-
leccion, este fue uno de los componentes que se desarro-
116 inicialmente para el trabajo de transformacion genética
de P. edulis.

Para la regeneracion de plantas, se evaluaron diversos
tipos de explantes (segmentos de tejido vegetal), en dife-
rentes estados de desarrollo, en varios medios de cultivo,



HODSON DE JARAMILLO, E.: TRANSFORMACION GENETICA DE PLANTAS PARA RESISTENCIA A VIRUS 13

condiciones de incubacion, asi como 82 combinaciones
de reguladores de crecimiento. Los resultados de experi-
mentos preliminares mostraron una mayor capacidad
morfogenética en los explantes provenientes de segmen-
tos de hoja (discos de hoja) de plantas jovenes de P. edulis,
lo cual coincide con registros para otras especies (Cancino
& Hodson, 1994, Hodson, 1999). Se desarroll6 un proto-
colo para la induccién de brotes a partir de discos de hoja
de P. edulis provenientes de plantas jovenes, cultivados
en medio de Murashige Skoog (MS) con suplemento de

benziladenina (BA) 4.4-8.9 uM combinada con quinetina
(Kin) 2.3-4.6 uM. Los explantes se mantuvieron en oscu-
ridad durante las dos primeras semanas. Después de seis a
ocho semanas en cultivo in-vitro los brotes regenerados
se individualizaron y se transfirieron a medio MS sin re-
guladores de crecimiento, donde se logro enraizamiento.
Las plantas enraizadas fueron transferidas a suelo y se
procedié al endurecimiento (aclimatizacion) mediante
una reduccion gradual de la humedad relativa y un incre-
mento en la intensidad luminica durante tres a cuatro se-
manas (Fig. 1)

Figura 1. Secuencia de la regeneracion de plantas a partir de discos de hoja de P. edulis tv. flavicarpa. A: iniciacion de

brotes y desarrollo en medio MS suplementado con BA 4.4 uM y Kin 2.3 pM (4 semanas). B: formacion de brotes
multiples en el mismo medio (6 semanas). C: desarrollo de brotes individuales en medio MS sin adicion de reguladores

de crecimiento (9 semanas). D: enraizamiento de brotes en medio MS sin adicion de reguladores de crecimiento (12

semanas). E: endurecimiento de plantas (14 semanas). F: transferencia a suelo en macetas individuales (16 semanas).
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Posteriormente se evalu6 la sensibilidad de los discos
de hoja de P. edulis a la kanamicina para ser utilizada
como agente de seleccidn, bajo las mismas condiciones
obtenidas para regeneracion de brotes. Para el cultivo de
los explantes se utilizd el mismo medio MS con suple-
mento de BA 4.4 pM y Kin 2.3 pM. Las concentraciones
de kanamicina estudiadas variaron entre 0 y 400 pg ml-'.
La adicién de kanamicina al medio de regeneracion redu-
jo la organogénesis y el crecimiento de los brotes. La res-
puesta obtenida en este experimento llevo a seleccionar
la concentracion de 50 pg ml-! como la adecuada para la
seleccion de brotes regenerados putativamente transfor-
mados (Fig. 2). Con base en los resultados obtenidos, se
definié como medio de regeneracion/seleccidn, el medio
de Murashige Skoog (MS) con suplemento de benzi-
ladenina (BA) 4.4 uM, quinetina (Kin) 2.3 uM. y
kanamicina 50 pg ml-'.

Preparacion del plasmido y transformacion de
Agrobacterium

La transferencia de genes con ayuda de Agrobacterium
utiliza como estrategia general, la clonacién de un DNA
foraneo seleccionado en un vector basado en un plasmido
Ti adecuado para transformacion en E. coli, seguida por
su transferencia a A. tumefaciens por conjugacion o trans-
formacién y subsecuentemente a las células vegetales
mediante infeccion con el Agrobacterium transformado
(Birch, 1997). Para el presente trabajo se utiliz6 un siste-
ma de vectores binarios, los cuales presentan un origen
de replicacion con amplitud de huéspedes; un marcador
de seleccion de resistencia a antibioticos para seleccion 'y
mantenimiento en Agrobacterium 'y en E. coli; bordes del

Supervivencia de explantes %

0 25 50 75 100 200
Kanamicina ug ml*

Figura 2. Efecto de la kanamicina en la viabilidad de explantes de

hoja de P. edulis fv. flavicarpa después de seis semanas en cultivo.

Diferentes letras indican diferencia significativa a nivel de 5% con
el Test de Duncan de rango multiple.

T-DNA entre los cuales se encuentra un gen de seleccion
para células vegetales; y una regiéon de secuencias (sitio
multiple de clonacién) que contiene sitios Unicos de res-
triccion (poliligador o polylinker), la cual permite la in-
sercion de los genes de interés (Zupan & Zambryski,
1997).

Se trabajo con dos genes diferentes de cubierta proteica
(CP) de Potyvirus: uno del virus del mosaico de la soya
(SMV CP), y otro del virus lefioso de Passiflora (PWV
CP). La construccion del SMV CP fue suministrada por el
Dr. R. Beachy (Scripps Institute, La Jolla, California), y la
del PWV CP por el Dr. K.H. Gough (CSIRO Division of
Biomolecular Engineering, Parkville, Victoria, Australia),
en ambos casos, con fines exclusivamente de investiga-
cion. El gen SMV CP, que se encontraba en el plasmido
UC118, fue multiplicado en la cepa E. coli DH5a, y puri-
ficado por procedimientos corrientes de lisis (Sambrook
et al., 1989); el DNA plasmidico fue digerido sucesiva-
mente con EcoRI y con Bglll, el gen fue purificado en
agarosa y precipitado con etanol. Para el gen PWV CP,
suministrado como un inserto de una secuencia de 1800
pares de bases (bp), dado que no contenia los sitios de
restriccion requeridos para clonacion, fue procesado para
la introduccién de los sitios de restriccidon mediante
oligonucledtidos especificos para la secuencia del gen
CP. El producto se amplifico, se purifico en agarosa y fue
precipitado con etanol.

Como plasmido para la transformacion se utilizo el
pMON10098, facilitado por Monsanto con fines exclusi-
vamente de investigacion. Este plasmido contenia entre
los bordes del T-DNA los sitios de restriccion requeridos,
secuencias promotoras del CaMV 35S, secuencias de ter-
minacion y de poliadenilacion, el gen nptll para resisten-
cia a kanamicina y una serie de secuencias reguladoras
requeridas para el proceso. Externo a los bordes del T-
DNA, para la amplificacion y mantenimiento de las bac-
terias en medio selectivo, el pldsmido contiene secuencias
para resistencia a espectinomicina/estreptomicina y se-
cuencias reguladoras para origenes de replicacion. Para
la preparacion del vector de transformacion, DNA
plasmidico fue digerido sucesivamente con EcoR1y Bg/Il
y precipitado con etanol (Pappu et al., 1993). El plasmido
en forma linear fue mezclado en forma independiente con
uno de los genes (SMV CP o PWV CP) y ligado a los sitios
de restriccion utilizados (Fig. 3)

Los plasmidos individuales que portaban los CP par-
ticulares (pMON10098/SMV CP y pMON10098/PWV
CP), fueron transferidos separadamente a células compe-
tentes de E. coli DH5a y cultivados independientemente.
La transformacion del Agrobacterium ABI (GV3101) se
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Figura 3. Plasmido MON10098 portando el gen de cubierta
proteica de SMV o de PWV.

realizo utilizando el método tripartita, mediante el culti-
vo de la cepa con las cepas de E. coli pRK2013 y la DH5a
pMON10098/SMV CP o con la DH5a pMON10098/PWV
CP por separado. Con el fin de verificar la presencia de
los genes de interés, a saber, el gen CP correspondiente y
el gen nptll, se extrajo DNA plasmidico tanto de las colo-
nias de E. coli DHS5a como de A. tumefaciens cepa ABI
(GV3101) y se analizaron por separado para cada gen por
métodos de PCR y electroforesis en gel de agarosa. Los
oligonucledtidos utilizados como iniciadores para el PCR
producen fragmentos de 542 bp para SMVCP, de 854 bp
para PWVCP y de 300 bp para nptlIl. Las electroforesis
confirmaron la presencia de los genes deseados y la trans-
formacion de las dos cepas de A. tumefaciens, una con el
gen SMVCP y otra con el gen PWVCP, requeridas para
continuar con el trabajo en P. edulis.

Transformacion de P. edulis

La transformacion se realizé co-cultivando explantes
(discos de hoja) de P. edulis fv flavicarpa con la bacteria
portadora del gen deseado (4. tumefaciens ABI (GV3101)
SMVCP o 4. tumefaciens ABI (GV3101)PWVCP) por se-
parado. Se evaluo el efecto de la adicion de acetosiringona
en la eficiencia de transformaciéon. Los explantes fueron
transferidos posteriormente a medio de regeneracion/se-
leccion adicionado con antibidticos (cefotaxime/
carbenicilina) para eliminar la bacteria.

Se obtuvieron brotes capaces de desarrollarse en medio
con kanamicina tanto de explantes inoculados con
Agrobacterium/SMV CP, como con Agrobacterium/PWVCP.
Se encontrd que la adicion de acetosiringona estimulé una
proliferacion excesiva de callos (tejido no diferenciado) lo
cual inhibi6 la produccion y desarrollo de brotes. En los
tratamientos de control (no inoculados o inoculados con
bacteria no transformada) se observé muy baja regenera-
cion en medio con kanamicina y, los escasos brotes obteni-
dos eran débiles y no se desarrollaron al ser transferidos a
medio MS con 50 pg ml-!' de kanamicina (Fig. 4). Se calcu-
laron las frecuencias de regeneracion (definidas como nu-
mero de brotes regenerados/nimero total de explantes
inoculados) las cuales oscilaron entre el 20% y el 54% en
los brotes putativamente transformados. La metodologia
desarrollada muestra una eficiencia de regeneracion ade-
cuada para este tipo de trabajos, de especial importancia
para frutales tropicales.

Los brotes de 6-12 mm de altura se individualizaron y
transfirieron a medio MS con 50 pg ml-! de kanamicina y
sin reguladores de crecimiento. Los brotes obtenidos, que
muestran habilidad para desarrollarse en medio de selec-
cion son indicativos de transformacion, aunque esta debe
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Figura 4. Regeneracion de brotes de explantes de P. edulis
inoculados y no inoculados, después de ocho semanas en medio de
regeneracion-seleccion.
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verificarse por métodos moleculares que permitan detectar
la presencia del gen deseado. Un 75% de los brotes desa-
rroll6 raices tres a cuatro semanas después de la transferen-
cia. No se obtuvo enraizamiento en los brotes provenientes
de explantes no inoculados o inoculados con bacteria no
transformada. Las plantas enraizadas fueron transferidas a
recipientes con suelo para su endurecimiento. La supervi-
vencia del material transplantado fue del 70%. Se obtuvo
un total de 92 plantas en suelo, putativamente transgénicas
(58 con pPSMVCP y 34 con pPWVCP).

El trabajo permitié desarrollar un sistema eficiente y
reproducible para seleccionar y regenerar plantas trans-
formadas. Los resultados obtenidos muestran que la
kanamicina es un agente de seleccion adecuado. Se com-
probo que la transformacidn por medio de Agrobacterium
es un sistema conveniente para P. edulis.

Evaluacion molecular de las plantas transformadas

En la transformacion de plantas, se pretende que el
DNA se integre al genoma y se mantenga en forma esta-
ble. La evaluacion de la transformacion incluye la verifi-
cacion molecular de la integracion del DNA foraneo. La
identificacion de los tejidos transformados puede reali-
zarse de multiples formas, incluyendo el uso de marcado-
res de seleccion. El uso de los marcadores de seleccion
facilita la seleccion inicial de los tejidos transformados.
Sin embargo, es necesario realizar andlisis adicionales
para confirmar si el gen de interés se encuentra presente.
Se cuenta con diversos métodos moleculares para verifi-
car la presencia y la integracion de los genes transferidos.
La integracion real del gen de interés se puede determinar
por el método de hibridizacion de Southern (Sambrook
et al., 1989). Por su parte, la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) es un procedimiento complementario

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

rapido y especifico que permite obtener informacion ini-
cial sobre un gran nimero de plantas putativamente trans-
formadas a partir del cual se seleccionan las adecuadas
para el analisis Southern. La confirmacion final de las
plantas transformadas se realiza por identificacion de la
secuencia insertada en el genoma de la planta receptora
(Birch, 1997). Adicionalmente, se estudia la expresion
del gen de interés, mediante analisis de las proteinas, pro-
ducto del gen, mediante técnicas como el Western. Las
evaluaciones en invernadero de las plantas transforma-
das, se realizan para asegurar que el caracter introducido
y deseado se manifieste de acuerdo con las necesidades.

Las evaluaciones moleculares de las plantas incluye-
ron analisis por técnicas de PCR y electroforesis, analisis
Southern para la deteccion del gen y Western para deter-
minar la expresion de la proteina de la cubierta proteica.
Se realizaron analisis preliminares (después de 12 sema-
nas en cultivo) a los brotes regenerados en medio de rege-
neracion/seleccion, mediante PCR y electroforesis,
utilizando DNA proveniente de tejido foliar, con el fin de
detectar las secuencias especificas, nptll, SMVCP y
PWVCP. El analisis Western para proteinas se realizo se-
gun las técnicas convencionales (Sambrook ef al., 1989),
utilizando tejido foliar para la extraccion de proteinas
totales y técnicas de inmunodeteccion. Para las plantas
transferidas a suelo, se realizé el Southern radioactivo,
utilizando DNA extraido de tejido foliar, el cual fue dige-
rido con enzimas de restriccion (EcoRI o Bg/ll), separado
en agarosa y transferido a membranas. Los fragmentos de
DNA utilizados como sondas se marcaron, siguiendo las
técnicas convencionales, de forma que se detectaran frag-
mentos de 542 bp para SMVCP y de 8§60 bp para PWVCP
(Hodson, 1999). La evaluacion molecular se complemen-
td con analisis Southern utilizando sondas marcadas con

———— -

Figura 5. Analisis radioactivo Southern del DNA de plantas regeneradas. A: deteccion del gen SMVCP. Se utilizé como sonda un fragmento
marcado de 544 bp del gen CP. Sefial de hibridizacion en las lineas 15 y 16. B: deteccion del gen PWVCP. Se utilizd6 como sonda un fragmento
marcado de 850 bp del gen CP. Sefial de hibridizacion en las lineas 1, 4, 7, 10. 13, 16, 19, 20 22 y 23.
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digoxigenina, empleando tanto DNA extraido de tejido
foliar, como productos de amplificacion de DNA foliar.

Los anélisis preliminares de DNA foliar de los brotes
in vitro mostraron la presencia de las secuencias estudia-
das. De 48 brotes analizados, 39 mostraron presencia de
nptll (300 bp), 30 de PWVCP y 18 de SMVCP. En relacion
con la evaluacion de expresion de la cubierta proteica,
los analisis de Western blot no mostraron presencia de
cantidades detectables de ninguna de las cubiertas
proteicas. Los andlisis Southern realizados con el fin de
confirmar la presencia de un gen CP integrado en forma
estable, mostraron diferentes patrones de integracion en
las plantas transgénicas, con mas de una sefial de
hibridizacién por linea (Fig. 5). De 20 plantas analizadas,
11 mostraron presencia de secuencia de algun gen CP, de
la siguiente manera: de siete plantas analizadas para
SMVCP, una mostré presencia del gen (planta 66, lineas
15 digerida y 16 no digerida); de 16 plantas analizadas
para presencia de PWVCP, ocho mostraron presencia del
gen (lineas 1, 4,7, 10, 13, 16, 19, 20, 22 y 23). Dos de las
plantas mostraron mas de una sefial de hibridizacion, in-
dicativo de diferentes sitios de integracion. En los estu-
dios complementarios de Southern con sondas marcadas
con digoxigenina, se analizaron 23 plantas para la pre-
sencia de nptll y del gen CP correspondiente (SMVCP o
PWVCP); 18 mostraron presencia de la secuencia de nptll,
15 del gen PWVCP y 2 del gen SMVCP (Fig. 6).

Evaluacion de proteccion contra el virus

Una de las caracterizaciones fenotipicas que debe rea-
lizarse, adicional a la deteccion del producto del transgen
(expresion de la proteina), es la evaluacion del caracter
deseado en la planta, en el presente caso, la resistencia o
tolerancia de las plantas transformadas al virus (SMV).
Para ello se evalud la susceptibilidad de las plantas trans-
formadas enraizadas mediante monitoreo de las mismas,
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Figura 6. Analisis Southern de DNA total amplificado de plantas
regeneradas, hibridizado con sonda nptIl marcada con
digoxigenina.

posterior a la inoculacion de una cepa virulenta del virus
(SMV P-83) aislada de cultivos comerciales infectados.
La infeccion se realizé mediante inoculacion mecénica y,
adicionalmente, mediante inoculacion con afidos vectores
naturales del virus SMV. Para la inoculacion mecanica se
evaluaron plantas regeneradas transformadas (con resul-
tados positivos para la evaluacion molecular) y controles
no transformados, mediante preparacion de indculo ma-
cerando tejido foliar de P. edulis infectado con el virus y
transfiriendo por frotamiento con el extracto a dos hojas
jovenes completamente expandidas de cada una de las
plantas por evaluar. Se determind proteccion o suscepti-
bilidad por aparicion visual de sintomas y adicionalmente,
por andlisis de la presencia del virus en tejido foliar por
técnicas de ELISA alos 30 dias de la inoculacion mecani-
ca. Los resultados de este ensayo mostraron diferentes
niveles de proteccidn de las plantas transformadas contra
el SMV, segun se determind con las evaluaciones 30 y 60
dias después del indculo. El nivel de proteccion variod
desde bajo, indicado por la presencia de sintomas o apari-
cion retardada de sintomas, hasta alto con no presencia
de sintomas. Todas las plantas control (no transformadas)
inoculadas (100%) presentaron sintomas de infeccion viral
y fueron positivas para la prueba de ELISA realizada (Fig.
7). Considerando la diversidad de roles de la CP en dife-
rentes sistemas planta-virus, no es sorprendente que los
mecanismos de resistencia sean también diversos. En tér-
minos generales se pueden dividir en dos categorias: los
mecanismos de resistencia obtenidos por medio de pro-
teina, y los obtenidos por medio de RNA (Baulcombe,
1996).

Para el ensayo de inoculacion con afidos, ninguna de
las plantas transformadas (positivas para los andlisis
moleculares) presentd sintomas de infeccion viral y todas
fueron negativas para el analisis ELISA para presencia de
virus, mientras que los controles (no transformados) pre-
sentaron sintomas de infeccién y fueron positivas para
las pruebas ELISA. Para esta situacion, donde ninguna de
las plantas transgénicas que se inoculd con la cepa viru-
lenta de SMV present6 sintomas de infeccion viral, es
probable que el fenotipo resistente se pudo manifestar
merced a los bajos niveles de indculo que transmiten los
afidos, situacion que corresponde a la encontrada en con-
diciones de campo, en la cual los vectores son el factor
mas importante en la transmision del virus.

Mecanismos de resistencia derivada del patégeno
en plantas transgénicas conteniendo un gen CP

La demostracion realizada a mediados de la década de
1980 por parte de Beachy y sus colaboradores, de que la
expresion de una proteina de la cubierta proteica de un
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Figura 7. Respuesta de plantas transformadas primarias a la inoculacién con la cepa SMV P-83, 30 dias después de inoculacion. A: plantas
transformadas mostrando proteccion, sin sintomas de infeccion. B: plantas no transformadas susceptibles a la infeccion presentando distorsion
foliar y clorosis ligera.

virus en una planta transgénica podia conferir resistencia
frente al virus donador, abrié grandes perspectivas como
fuente de resistencia de plantas a virus, en situaciones en
donde las fuentes de resistencia natural se encontraban
muy limitadas (Beachy et al., 1990). Mientras que los
primeros registros de plantas transgénicas con genes CP
indicaban que el gen CP se expresaba, y que la proteccion
obtenida se relacionaba con el nivel de CP detectado
(Beachy, 1997), estudios posteriores en otros casos, no
mostraron correlacion entre el nivel de proteina del
transgen viral expresado y resistencia. En los casos en los
que no se presenta relacion entre el nivel de proteina CP
expresado y la resistencia, se ha demostrado que la pro-
teccion se presenta a nivel de RNA (Baulcombe, 1996).
Este tipo de resistencia, en la cual, aun constructos no
traducibles confieren resistencia, con base en la presen-
cia de RNA, se ha denominado resistencia mediante RNA
(van de Boogaart et al., 1998).

La presente discusion se enfoca hacia los virus RNA,
que representan la gran mayoria de virus vegetales. Como
contexto general, debe recordarse que las células vegeta-
les se encuentran sometidas a diversos tipos de estimulos
enddgenos y ambientales que pueden ocasionar cambios
en la estructura o en la expresion de su genoma. Por no
poder movilizarse (y escapar a su ambiente), las plantas
han desarrollado estrategias de defensa con el fin de limi-
tar los efectos deletéreos de estos estimulos. Uno de estos
sistemas es el silenciamiento de genes, el cual probable-
mente se produce por la activacion de mecanismos de
defensa, lo que indica que la planta posee sistemas para

controlar la estructura y la funcion de los genes. En el
caso de transgenes o de sus productos, la célula vegetal
los percibe como estimulos enddgenos que activan sus
respuestas de defensa, en forma similar a las condiciones
patolégicas (Fagard & Baucheret, 2000). El silencia-
miento de genes enddgenos y de transgenes puede ocurrir
a nivel transcripcional (TGS) o a nivel postranscripcional
(PTGS) y puede ser inducido por genes endogenos, por
transgenes y por virus (Tepfer, 2002). Puede producirse
por multiples mecanismos que involucran interacciones
DNA-DNA, DNA-RNA o RNA-RNA.

En los primeros hallazgos sobre resistencia mediante
RNA, en plantas que expresaban un RNA satélite viral, se
propuso que esta resistencia se debia a competencia para
replicacion entre RNA no codificante y los RNA
genomicos virales. Mas recientemente, se han utilizado
otros RNA subvirales (incluyendo la region 3° no
codificante), y se ha observado que se confiere resisten-
cia a través de competencia con el RNA viral (van de
Boogaart et al., 1998). Sin embargo, la forma mas impor-
tante de resistencia mediante RNA se produce a través de
otro mecanismo descrito al observar que la mayor protec-
cidn se encontraba en plantas que mostraban muy baja o
ninguna acumulacion del mRNA del transgen. Cuando se
observo resistencia en plantas que inicialmente acumula-
ron mRNA del transgen, estas plantas primero se infecta-
ron completamente y luego se observo recuperacion
seguida por un estado de insensibilidad al virus, en don-
de el mRNA del transgen desaparecia. Se propuso que la
resistencia era conferida por una degradacién secuencia-
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especifica del mRNA del transgen y de su RNA viral co-
rrespondiente a través de un mecanismo relacionado con
silenciamiento postranscripcional de genes, PTGS
(Tepfer, 2002).

La expresion del RNA (sentido o anti-sentido) deriva-
do del virus, parece inducir algtn tipo de mecanismo de
silenciamiento postranscripcional del virus (PTGS), el cual
se tipifica por la alta degradacion especifica de, tanto el
mRNA del transgen, como del RNA objetivo que contie-
ne las mismas secuencias nucledtidas complementarias.
Si el transgen contiene secuencias virales, el RNA
genoémico del virus no puede acumularse en la planta
(Baulcombe, 1996). La resistencia mediante RNA se ha
caracterizado por un alto nivel de resistencia que no pue-
de ser sobrepasada facilmente por una dosis alta de
in6culo, comparada con la resistencia mediante expre-
sion de la proteina CP (van de Boogaart et al., 1998).
Este podria ser el caso del presente trabajo, en el que los
analisis de Western blot realizados no permitieron detec-
tar presencia de proteina de la cubierta protéica para nin-
guno de los dos genes CP utilizados, pero si se observd
proteccion contra dosis elevadas de inoculo de una cepa
virulenta de SMV.

Aunque la resistencia que no requiere la expresion de
la proteina se ha denominado resistencia mediante RNA,
no hay evidencia de que se requiera realmente de trans-
cripcion. Es posible que, al menos en teoria, la presencia
del DNA del transgen per se en una planta, pueda ser res-
ponsable de la resistencia. Un mecanismo que se ha suge-
rido para el PTGS es que el proceso se inicia, se presenta
degradacion de RNA en el citoplasma y el silenciamiento
puede ser transmitido en forma sistémica por una sefal
secuencia-especifica, es decir que es mas activa contra la
cepa de la cual fue aislado el transgen o frente a cepas
estrechamente relacionadas (Baulcombe, 1996).

Laresistencia mediante RNA ha mostrado ser efectiva
frente a virus con identidad de secuencias del 88% o ma-
yores. La extension de la proteccion depende, al menos
en parte, a la homologia de secuencias entre el gen CP del
virus que infecta y el gen CP del transgen (Beachy, 1997).
En el caso de P. edulis se encontr6 que plantas transfor-
madas con PWVCP mostraron proteccion contra la cepa
virulenta de SMV, es decir proteccion heterdloga. Este
tipo de proteccion ya ha sido encontrada en otros casos, y
se explica por la alta similaridad del gen CP entre las
cepas (Baulcombe, 1996, Beachy, 1997). También es cla-
ro que factores ambientales pueden influir en la manifes-
tacion y el mantenimiento de la resistencia (van de

Boogaart et al., 1998). Factores tales como el estado fi-
siolégico de la planta, la multiplicacién viral y los facto-
res ambientales deben ser analizados mas profundamente.
En el presente trabajo, en el cual no se obtuvieron niveles
detectables de proteina por el analisis Western, pero si se
observo proteccion de las plantas transgénicas de P. edulis
después de la inoculacion con una cepa virulenta de SMV,
la respuesta observada, puede relacionarse con proteccion
mediante RNA porque presenta algunas de las caracteris-
ticas de este mecanismo. Posterior a la inoculacion meca-
nica se observaron diferentes fenotipos de proteccion,
desde inmunidad a susceptibilidad, incluyendo fenotipos
que después de presentar sintomas de infeccion viral en
las hojas infectadas, las plantas se recuperaron y ninguna
de las hojas nuevas presentd sintomas de infeccion. Estos
fenotipos pueden relacionarse con silenciamiento de
genes o inactivacion del transgen. Se ha propuesto que la
presencia del virus estimula el PTGS y que puede haber
factores adicionales que explican la diferencia de respues-
tas entre diferentes lineas o eventos de transgénesis
(Beachy, 1997). La situacion en plantas que expresan un
gen de CP puede ser mas compleja, dado que un solo
transgen puede conferir tanto la resistencia mediante ayu-
da de la proteina, como la ayudada por RNA (Tepfer,
2002).

La capacidad de producir plantas resistentes a virus es
de gran significancia agrondémica, ecologica y econdmi-
ca, particularmente para paises como Colombia. A pesar
de que se han realizado grandes esfuerzos para desarrollar
tecnologias para mejoramiento de especies frutales tropi-
cales, son muy pocos los informes sobre transformacion
genética de frutas tropicales. En muchos casos, poco se
conoce de la genética de estas especies y los programas
de mejoramiento son dificiles debido a la alta heteroge-
neidad de los materiales utilizados. Se encuentra un po-
tencial enorme en las tecnologias modernas para el
mejoramiento genético de frutales tropicales, como lo
demuestra el presente trabajo. Con el fin de obtener desa-
rrollos que tengan impacto real en el bienestar de la so-
ciedad, las actividades deben articularse en programas
conjuntos que involucren comunidad cientifica, produc-
tores y usuarios, enmarcados en politicas claras y defini-
das de desarrollo.

III Bioseguridad

El desarrollo de cualquier actividad humana tiene
implicaciones para toda la sociedad. Por esta razon, la apli-
cacion de la tecnologia de genes en la obtencion de culti-
vos transgénicos trasciende mas alla del desarrollo y
aplicacion de la misma tecnologia. Deben considerarse
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cuidadosamente los aspectos técnicos, ecologicos, éticos,
sociales, legales, culturales y econdmicos, enfrentados a
una situacion de malnutricion de la humanidad, marginali-
zacion econdémica y degradacion ambiental. Los propo-
nentes de su utilizacion ofrecen soluciones a problemas de
produccién agricola y de calidad de alimentos, mientras
que sus detractores advierten sobre posibles desastres
ecologicos y peligros para la salud. La biotecnologia mo-
derna es una herramienta poderosa y valiosa que no sola-
mente proporciona nuevas estrategias para enfrentar
problemas y limitantes, sino que simultineamente plantea
inquietudes y consideraciones concernientes a un uso ade-
cuado y seguro (Traynor et al., 2002). Por las anteriores
razones, la mayor responsabilidad de quienes trabajen en
transformacion genética es garantizar la seguridad del pro-
ducto tanto para el usuario, como para el ambiente y para
la sociedad.

Es claro que la biotecnologia ofrece un poderoso con-
junto de herramientas para el mejoramiento y produccion
de cultivos, y que tiene la posibilidad de procurar benefi-
cios significativos tanto al consumidor como al ambien-
te; igualmente se considera que la biotecnologia puede
revolucionar las estrategias necesarias para conservar la
biodiversidad (NU, 2003). Sin embargo, debe mantenerse
bajo evaluacién permanente el posible impacto que su
uso pueda tener sobre los sistemas agricolas productivos,
sobre los ecosistemas naturales y sobre la salud, asi como
considerar las consecuencias, tanto positivas como nega-
tivas que sus impactos puedan ocasionar. Las considera-
ciones que giran alrededor de la aplicacidén de la
tecnologia de genes en los cultivos agricolas involucran
varias categorias que pueden ser agrupadas en forma am-
plia en aspectos de seguridad del alimento, seguridad
ambiental, asi como implicaciones éticas, culturales y de
impacto socio-economico (Traynor et al., 2002).

Debido a estas implicaciones, y a la consideracion de
que, con el fin de que sean realmente utiles, los productos
de la transformacion genética deben ser seguros para el
usuario y para el ambiente, se han desarrollado estrate-
gias que regulan el uso y aplicacion de los organismos
modificados genéticamente, con el fin de obtener los
maximos beneficios sociales de su utilizacion. Conside-
rables esfuerzos internacionales, regionales y nacionales
buscan desarrollar los mecanismos para, por un lado, ga-
rantizar el uso adecuado de los desarrollos biotec-
nolégicos y, por otro, facilitar el acceso a sus beneficios
para toda la sociedad a través de regulaciones sobre
bioseguridad. En este contexto, la bioseguridad se define
como el desarrollo de instrumentos para el estudio y ma-
nejo de los posibles efectos adversos del uso de organis-

mos modificados genéticamente —producto de la biotec-
nologia moderna-, con el fin de garantizar la salud, el me-
dio ambiente y la seguridad alimentaria y la prevencién a
posibles perjuicios resultado de la actividad humana.

Las normas y regulaciones en bioseguridad surgieron
como respuesta a inquietudes de la comunidad cientifica
y de la sociedad hacia los impactos causados por la apli-
cacion de desarrollos tecnologicos e industriales. Es asi,
como por primera vez en la historia de la humanidad, los
desarrollos tecnoldgicos y sus aplicaciones son cuidado-
samente estudiados y evaluados, antes de usarse en forma
comercial. Los cultivos GM son sometidos a una serie
rigurosa y meticulosa de analisis, antes de ser aprobados
y entregados al publico. Agencias internacionales como
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Organiza-
cidn para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) han par-
ticipado en el desarrollo de guias para el analisis de los
productos, entre los cuales se encuentra el CODEX
alimentarius. Estas evaluaciones previas, requeridas para
su aprobacion, incluyen estudios del producto como ali-
mento, sus efectos en salud y evaluaciones de efectos en
el ambiente (AGBIOS, 2002). Independiente de la apro-
bacidn en un pais dado, cualquier pais receptor desarrolla
sus propias regulaciones y las ajusta a sus necesidades y
condiciones.

Como instrumento a nivel mundial en términos de se-
guridad de las aplicaciones de la biotecnologia moderna,
se cuenta con el Protocolo de Cartagena de Bioseguridad
de la Biotecnologia, del cual Colombia es signatario, ra-
tificado por la Ley 740 de 2002. El Protocolo de Cartagena
de Bioseguridad se deriva de los compromisos del Con-
venio sobre Diversidad Bioldgica (CDB) y se constituye
en un instrumento juridicamente comun en los paises sig-
natarios que lo ratifican. Su objetivo principal es garanti-
zar un nivel adecuado de proteccion para la transferencia,
uso y aplicacién segura de los organismos modificados
genéticamente que puedan tener efectos adversos en la
conservacion y uso sostenible de la biodiversidad, o so-
bre la salud humana.

En la evaluacion de los posibles peligros y riesgos
asociados con las nuevas tecnologias, la pregunta ade-
cuada no es como reducir los riesgos potenciales a cero,
dado que en ninguna actividad humana, por sencilla que
sea, se presenta posibilidad de riesgo cero, sino cuales
son realmente los riesgos potenciales relativos de las nue-
vas tecnologias, comparados con los riesgos potenciales
de las tecnologias con las cuales éstas compiten.
Adicionalmente debe evaluarse cuales son los riesgos que
conlleva la sobre-regulacion, la no implementacion de
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las nuevas tecnologias y como se va a evaluar la relacion
costo-beneficio.

El vocablo “riesgo” presenta diferentes significados para
las personas, dependiendo de sus valores y de sus antece-
dentes culturales y sociales, asi como de las situaciones
circunstanciales. En términos generales, se puede asimilar
en términos de amenaza o dafio. Al considerar la magnitud
del dafio potencial y su posibilidad de ocurrencia es cuan-
do se calcula realmente el riesgo, es decir que se expresa
como una funciéon matematica, no como un temor sin ana-
lisis. El efecto negativo o no deseado de un evento se co-
noce como amenaza. El riesgo por su parte es la expresion
de la probabilidad o posible tasa de ocurrencia de esa ame-
naza (Traynor et al., 2002). La evaluacion de riesgo se
define frecuentemente como un proceso cientifico para
calcular niveles cuantitativos o cualitativos de riesgo, in-
cluyendo estimativos sobre posibles efectos en salud y otras
consecuencias, asi como el nivel de incertidumbre en esos
calculos, independiente de factores emocionales que in-
fluyen en la percepcion de riesgo. Los analisis de riesgo
implican varias consideraciones: a) la posibilidad de peli-
gro o amenaza; b) la probabilidad de ocurrencia del mis-
mo; y c) las consecuencias si se presenta. El objetivo de la
evaluacién de riesgo es producir informacion neutral, ob-
jetiva y transparente como elemento para la toma de deci-
siones (AGBIOS, 2002). Lo anterior implica que muchos
peligros potenciales no representan riesgos reales, y que la
existencia de un peligro no implica necesariamente un dafio
significativo resultado de la actividad, dado que el peligro
puede no manifestarse (NRC-CEI, 2002).

En una evaluacion de riesgo de un cultivo GM las
principales interrogantes que surgen en el proceso de ana-
lisis incluyen: ;Qué se considera seguro? ;Cuales amena-
zas representan realmente peligro para la salud o el
ambiente? ;Como pueden reducirse a un minimo? ;Cua-
les son las alternativas de este producto (tecnologia)?
(Cual es el beneficio de utilizarlo? ;La comunidad (so-
ciedad) lo necesita? ;Cual es el andlisis costo-beneficio?
(Cuéles son los problemas o limitantes que resuelve este
producto? ;Su utilizacidn representa impactos mas bené-
ficos que el sistema convencional? ;Su uso permite un
manejo ambiental mas amigable? ;Cual seria el costo de
no utilizarlo? Por otro lado, en el caso especifico de la
utilizacioén de cultivos modificados genéticamente, debe
recordarse que la mayoria de las preocupaciones genera-
das por su uso, se refieren a los mismos impactos causa-
dos por los cultivos y alimentos convencionales, algunos
de los cuales se estan tratando de enfrentar precisamente
con el uso de las nuevas tecnologias, como es el caso de
la necesidad de acceder a genes de interés, de reducir el

uso de agroquimicos y buscar sistemas mas amigables
ambientalmente. En este sentido la sustitucion de un cul-
tivo tradicional por uno transgénico no afiadiria ningtn
dafio adicional al medio ambiente; por el contrario, el
impacto ambiental puede reducirse si con el cultivo
transgénico se logra un mayor rendimiento agricola y por
lo tanto se necesitard deforestar o limpiar menos terreno
para producir lo mismo.

Los sistemas de introduccion de variabilidad genética,
tanto los convencionales (p.e. hibridizacién, mutagénesis),
como los transgénicos, pueden ocasionar cambios en el
genoma vegetal que pueden dar como resultado alteracio-
nes no intencionales en las caracteristicas de los cultivos.
Se considera que los procesos transgénicos no presentan
nuevas categorias de riesgo comparados con los procesos
convencionales de mejoramiento de cultivos, pero que los
caracteres especificos introducidos deben ser evaluados
cuidadosamente (NRC-CEI, 2002). Actualmente, no se
cuenta con regulaciones ambientales formales para la ma-
yoria de cultivos convencionales, de tal manera que las
normativas establecidas para los cultivos transgénicos son
mucho mas estrictas y rigurosas que para sus contrapartes
convencionales. Es clara la necesidad de reevaluar los efec-
tos ambientales potenciales de los cultivos mejorados en
forma convencional. Esto lleva a un enfoque de precau-
cion en la liberacion no solo de cultivos transgénicos, sino
de cualquier cultivo nuevo (cultivos exdticos), asi como la
introduccion de cambios sustanciales en las practicas agri-
colas. Debe tenerse en cuenta que la cantidad de material
genético nuevo adicionado a un ecosistema al introducir
una nueva especie, es considerablemente mayor que al in-
troducir solamente un transgen. La realidad es que modifi-
caciones genéticas, ya sean grandes o pequeflas pueden
tener consecuencias ambientales importantes.

En el caso de posibles efectos en la salud y del pro-
ducto como alimento, se analizan aspectos como la segu-
ridad individual del producto, alergenicidad, toxicidad,
resistencia a antibidticos, composicion, estudios bromato-
légicos, calidad nutricional, digestibilidad, y principal-
mente lo relacionado con el nuevo gen insertado (transgen)
y sus productos (AGBIOS, 2002). Para que un producto
proveniente de un cultivo GM entre en el mercado, es
sometido previamente a estudios exhaustivos y se com-
para con productos similares convencionales. Como pun-
to de partida para estos estudios se utiliza el Principio de
Equivalencia Sustancial. Este concepto se basa en la idea
de que un organismo existente utilizado como alimento
puede servir como base de comparacion cuando se evalua
la inocuidad de un alimento para el consumo ya sea hu-
mano o animal. El cultivo transgénico y sus productos
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son comparados con su contraparte convencional, donde
existe historia de consumo seguro (Traynor et al., 2002).
Después de una década de comercializacion de alimentos
provenientes de cultivos transgénicos, no hay un solo caso
documentado o con evidencia cientifica sobre efectos
nocivos en la salud debido al consumo de alimentos GM.

Entre los principales temores que han surgido con la
aplicacion de la manipulacion genética y la utilizacion de
plantas transgénicas para cultivos estan la posible reduc-
cioén de la biodiversidad, y la incorporacion de genes
“foraneos” en una especie. Algunas posiciones aducen que
se pondrian en riesgo las defensas naturales adquiridas por
individuos y especies a lo largo del proceso evolutivo. Por
otro lado, otras posiciones plantean que se debe considerar
la necesidad de incrementar la produccion agropecuaria
(800 millones de personas mal nutridas), asi como contar
con sistemas de produccion ecolégicamente mas amiga-
bles, y los requerimientos para enfrentar el aumento de en-
fermedades infecciosas y aparicion de plagas anteriormente
desconocidas, que llevan a considerar un uso prudente de
la amplia gama de posibilidades que ofrecen los desarro-
llos biologicos actuales (Bryant, 2001). Con el estado ac-
tual de conocimientos y tecnologias disponibles, parece
que el impacto de DNA de origen transgénico pareceria ser
insignificante, comparado con la cantidad total de DNA
libre (Dale et al., 2002).

Desde una perspectiva cientifica, hay la necesidad de
considerar los impactos potenciales de los cultivos
transgénicos dentro del contexto de los efectos ambienta-
les ocasionados por otras practicas y tecnologias agrico-
las tradicionales. Hay evidencia sustancial de que los
efectos ecologicos de las practicas agricolas convencio-
nales ejercen efectos simplificadores y desestabilizadores
en los ecosistemas naturales adyacentes. Estos efectos son
preocupantes porque son un factor en la reduccion o pér-
dida de la capacidad de resiliencia de los ecosistemas, es
decir, su capacidad de retornar a su estructura y funcioén
ecologica original a pesar del disturbio, lo cual sittia al
ecosistema en un posicion de “ecosistema amenazado o
enriesgo” (NRC-CEI, 2002). Uno de los impactos inicia-
les al ambiente se origina con las propias practicas agri-
colas tradicionales que incluyen la deforestacion y la
limpieza de matorrales, practicas que se han venido acep-
tando durante siglos sin evaluacion previa de sus conse-
cuencias, porque hasta hace muy poco tiempo no habia
existido ningun tipo de conciencia de proteccion del
medio ambiente. En este sentido la sustitucién de un cul-
tivo tradicional por uno transgénico no anadiria ninglin
dafio adicional al medio ambiente; por el contrario, el
impacto ambiental puede reducirse si con el cultivo

transgénico se logra un mayor rendimiento agricola y por
lo tanto se necesitara deforestar o aclarar menos terreno
para producir lo mismo.

Epilogo

La tecnologia de genes que permite la transformacion
genética ha demostrado que puede producir cambios sig-
nificativos en la agricultura. Los cultivos transgénicos,
en principio, no son mas agresivos para el ambiente que
los cultivos tradicionales. Mdas bien, los resultados de
cerca de una década de comercializacion de los cultivos
transgénicos han mostrado que si son utilizados en forma
cuidadosa y adecuada, pueden ser muy utiles para la agri-
cultura sostenible. La habilidad de manipular genes, que
permite alteraciones deliberadas, racionales y dirigidas
del genoma de cultivos vegetales para el mejoramiento
ya sea de sus caracteristicas agronémicas, para mejorar su
calidad nutricional o para la obtencién de productos de
interés, es una realidad aplicable que ha demostrado be-
neficios tanto al agricultor, como al usuario. Las aplica-
ciones adecuadas de la tecnologia de genes, incluida la
transformacion genética de cultivos pueden dar como re-
sultado un uso mas amplio de la diversidad genética, ya
sea de especies cultivadas o silvestres, para beneficio de
la humanidad.

La transformacion genética se articula perfectamente
con los sistemas de manejo integrado de cultivos. Sin
embargo, si bien, la biotecnologia moderna tiene mucho
qué aportar al mejoramiento de cultivos, es una tecnolo-
gia nueva y se requiere de una evaluaciéon muy cuidadosa
y rigurosa de los posibles riesgos que conlleva. Para po-
der utilizarlos en forma segura y conveniente, es necesa-
rio tener una comprensioén profunda y técnicamente
competente tanto sobre los beneficios como sobre los ries-
gos de los cultivos transgénicos, asi como contar con los
instrumentos normativos adecuados de forma tal, que se
garantice la salud, el medio ambiente y la producciéon
agropecuaria. En un pais de alta diversidad bioldgica
como Colombia es necesario fortalecer las capacidades
para evaluacion y gestion de los posibles riesgos
involucrados con la utilizacioén de cultivos transgénicos
y desarrollar sistemas normativos que, a la vez que garan-
ticen el uso seguro de los OGM para la salud y el ambien-
te, permitan acceder a los beneficios de su aplicacion.

Uno de los beneficios de la transformacion genética
de cultivos en el mantenimiento y el incremento de la
agrobiodiversidad es la reduccién en el uso de productos
quimicos cuyo impacto en el ambiente es bien conocido.
En relacion con la proteccion de cultivos, uno de los cam-
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pos que se encuentra en estudio intensivo utilizando los
avances moleculares y en gendémica (estudio de secuen-
cias, funciones y expresion de los genes) es la caracteri-
zacioén y andlisis de genes vegetales que regulan los
procesos de crecimiento y desarrollo vegetal, las adapta-
ciones a las condiciones ambientales extremas (salinidad,
sequia, heladas) y especialmente, los mecanismos de de-
fensa contra insectos y patdgenos. El avance en los estu-
dios de los “perfiles de expresion” permitira determinar
el nivel de expresion de ciertos genes, y evaluar el efecto
de modificaciones y perturbaciones ambientales sobre la
expresion de los genes que son en ultimas, quienes defi-
nen la capacidad de respuestas y adaptacion de un orga-
nismo a los cambios en su entorno. Estos desarrollos
permitiran a los bidlogos moleculares manipular las vias
de control y expresion de genes, para estimular respues-
tas mas rapidas a los diferentes problemas o requerimien-
tos del fitomejoramiento.
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