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PERSPECTIVAS DE LA FISIOTECNIA EN RELACION
A LAS NUEVAS TECNICAS DE LA BIOTECNOLOGIA

Hilda Susana Azpiroz Rivero'

INTRODUCCION

Después del redescubrimiento de las leyes
de Mendel, se han venido presentando acon-
tecimientos cientificos y tecnolégicos que
han permitido mejorar continuamente las
metodologias del fitomejoramiento genético
para manipular las caracteristicas de las
plantas cultivadas (Cuadro 1).

La Genotecnia, mediante sus diferentes
métodos de seleccién y empleando como
premisa la variabilidad genética, particu-
larmente la intraespecifica, ha dirigido sus
esfuerzos a la obtencién de nuevas varieda-
des de plantas mds rendidoras y mejor
adaptadas a los medios bidticos y abidticos
adversos.

Para medir la capacidad de adaptacién de
los individuos seleccionados conviene em-
plear pardmetros fisiol6gicos y fisiotécnicos,
por su gran utilidad para la discriminacion
de genotipos con base en caracteristicas
definidas para esa adaptacion.

La Fisiotecnia, ademds de perfeccionar y
modernizar el tipo de mediciones de las
reacciones fisiolégicas de las plantas
sometidas a la presién de ambientes
extremos, también ha logrado incorporar el
estudio de los procesos bioquimicos que
se presentan como consecuencia de esa pre-
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sién de seleccién. Esto tltimo con la finali-
dad de asociar los fenémenos fisioldgicos a
la presencia o actividad de los metabolitos
implicados en los mecanismos de adapta-
cién.

SELECCION IN VITRO

Los avances de la Biotecnologia, en cuan-
to al cultivo in vitro de células y tejidos, ha
dado a la Fisiotecnia una alternativa mads
para estudiar bajo condiciones controladas y
en espacios relativamente pequenos, materia-
les con adaptaciones diversas. Entre los
avances se pueden mencionar:

- El uso de tensioactivos en los medios de
cultivo para producir una presién osmotica
que simule la sequia (Mufloz, 1986).

- El uso de iones en los medios de cultivo
como inductores de procesos metabdlicos
que permitan la seleccién de materiales con
tolerancia a esos iones, como Na” y Al".

- La aplicacién de temperaturas extremas o
fotoperiodos diversos en tejidos, érganos
y células vegetales, como inductores o
inhibidores de funciones metabdlicas.

Otros métodos relacionados con la Biotec-
nologia que podrian ser de interés para la
Fisiotecnia, son:

- Aislamiento de lineas celulares de tabaco
(Nicotiana robaco L.) en concentraciones
de 598 y 769 mM de NaCl (Handa ez al.,
1986).
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Cuadro 1. Relacién cronoldgica de algunos adelantos cient1ficos o tecnoldgicos que estdn contri-
buyendo a la mejor comprensién de fenémenos fisiolégicos y moleculares de las

plantas.

1900

1922

Redescubrimiento de las leyes de la herencia de Mendel.

Morgan desarrolla las técnicas de mapeo de genes y prepara el mapa

genético de los cromosomas de la mosca de la fruta.

1940

1944
acido deoxyribonucléico.

1953
1956

1960 a 1970

Primera transferencia interespecifica de genes en trigo.

Avery, MacLeod y MacCarty demuestran que los genes estdn compuestos por

Watson y Crick descubren la estructura de doble hélice en el ADN.
Descubrimiento de las substancias reguladoras del crecimiento.

Se generan técnicas para el cultivo de protoplastos y anteras, la produccién de

embriones somdticos y la organogénesis proliferativa.

1973
1980
1983

1987 a 1989

Primera clonacién de genes usando la tecnologia del ADN recombinante.
Se patenta la técnica de construccién de ADN recombinante.
Primera transferencia exitosa en plantas de genes de especies diferentes.

Evaluacién en campo de plantas transgénicas (E.U.A. y México) de tomate con

resistencia a insectos y antigeno de poligalacturonasa.

- Selecci6n de células de alfalfa (Medicago
sativa L.), tabaco y camote (Ipomoea
baratas L.) en una concentracién de 171
mM de NaCl (Salgado-Garciglia ef al.,
1985).

- Seleccién de embriones inmaduros de una
cruza interespec{fica en girasol (Helianthus
annuus L.) en concentraciones de O a 8%
de manitol (Azpiroz er al., 1988).
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- Seleccidn in vitro de diferentes especies de
Solanum con resistencia controlada al frio
(Stone et al., 1991).

- Sintesis de proteina en callos de trigo
(Triticum aestivum L.) expuestos a bajos
potenciales osméticos (Weeks et al., 1991).

- Efecto de compuestos orgdnicos e inorgé-
nicos sobre el crecimiento y desarrollo in
vitro de inflorescencias femeninas de ma{z
(Zea mays L.) (Lopez et al., 1990).
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- Seleccién de alfalfa en medios con dife-
rentes niveles de aluminio (Kamp er al.,
1991).

Algunas ventajas de la seleccién o evalua-
cién in vitro, que pueden ser aprovechadas y
complementadas por la Fisiotecnia y la
Genotecnia, son:

1) El alto nimero de genotipos y explantes
que se puede tener en desarrollo al mismo
tiempo.

2) El espacio relativamente pequefio que se
requiere en estos estudios.

3) El menor tiempo que se requiere en com-
paracion al empleado tradicionalmente.

4) El estricto control de los factores nutricio-
nales y fisicos.

5) La facil administracién de los agentes de
seleccion.

6) La dversidad en los tipos de explante
que pueden ser empleados en la seleccidn
(células, protoplastos, polen, anteras, ova-
rios, embriones o meristemos).

LOS PROCESOS FISIOLOGICOS Y LOS
MARCADORES MOLECULARES EN LA

ADAPTACION DE LOS CULTIVOS A
MEDIOS ADVERSOS

La salinidad, el déficit hidrico, las
temperaturas extremas, la intensa o deficien-
te radiacién y el fotoperiodo, entre otros
factores, causan en las plantas efectos de
induccién o inhibicién de la actividad
metabdlica, lo que altera la sintesis de
proteinas, dcidos nucléicos y, consecuente-
mente, el crecimiento y la produccién.

La capacidad de las plantas para adaptarse
al medio estd ligada a factores genéticos, los
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que a su vez regulan una actividad endégena
de tipo bioquimico (Giovannozi er al.,
1985). Asi, por ejemplo, se tiene que las
plantas expuestas a tensiéon hidrica o
salinidad, sufren un abatimiento del potencial
hidrico celular que hace que las membranas
plasmadticas disparen la sintesis de dcido
absicico y, como consecuencia, ocurran los
procesos fisioldgicos ligados a este
compuesto (Reid y Wample, 1985), como
son: aumento en la resistencia estomatica,
reduccion de los niveles del dcido giberélico,
cambios en la permeabilidad de la membrana
celular y alteraciones en la tasa de absorcién
de agua (Carter y Brenner, 1985).

Otro ejemplo lo constituye la presencia de
prolina libre, que se manifiesta en diversas
especies sometidas tanto a temperaturas
extremas como a altas presiones osmaticas.
Se ha sugerido que este compuesto puede
actuar como conservador de energia para
usarse durante el metabolismo post-tensional
0 como un tensioactivo citopldsmico que
contrarresta la sal acumulada en las vacuolas
(Tal y Watts, 1979).

Autores como Lawlor (1987) consideran
que la acumulacién de varios metabolitos
(prolina, glicina, betaina, fitohormonas,
etc.), junto con los cambios de asimilacién
de carbono provocados por el decremento de
la sintesis de ATP, pueden ser usados para
identificar y seleccionar plantas con
respuestas interesantes para la adaptacién a
los medios adversos. Por otro lado, los
estudios de Tal (1984) y Singh et al. (1973)
demuestran que estos metabolitos no tienen
relacién con la tolerancia o adaptacién a
medios adversos.

Sin embargo, existen evidencias de que la
disminucién en la velocidad de asimilacién
del CO, estd asociada con la incidencia de
presiones ambientales extremas y con la
disminucién de la actividad de la enzima de
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carboxilacion Ribulosa 1-5 Biofosfato
Carboxilasa/oxigenasa (Rajmane y Karadge,
1986). Ahora bien, todos estos productos
bioquimicos estdn regulados por genes
especificos asi como por la combinacion e
interaccién de ellos.

En general, la variabilidad en los meca-
nismos bdsicos de adaptacién al ambiente,
entre y dentro especies, se encuentra en
proceso de estudio. Se espera que el andlisis
de las respuestas a nivel molecular y
fisiolégico de los materiales adaptados a los
diversos ambientes, pueda despejar el
entendimiento de la compleja arquitectura
genética. Al respecto, autores como
Ottaviano et al. (1991) proponen como
estrategia el uso de marcadores genéticos
moleculares que permitan la localizacién por
cromosoma de factores genéticos mayores
(i.e., loci de caracteres cuantitativos,
QTL), los cuales controlan el cardcter en
estudio.

Estos marcadores genéticos moleculares
propuestos son: el polimorfismo de Ia
longitud de fragmentos de restriccién
(RFLP) y el polimorfismo del ADN ampli-
ficado en forma aleatoria (RAPD).

Los RFLP’s comprenden la clonacién de
secuencias unicas de ADN en el genoma
nuclear. Estos clones son usados en pruebas
para detectar secuencias homdlogas en el
ADN de plantas. Para ello es necesario
cortar el ADN gendmico con varias enzimas
de restriccion y separar los fragmentos en un
gel de agarosa, para ser transferidos a una
membrana de nylon, donde el ADN quedard
fijado, para posteriormente realizar las
diferentes pruebas de hibridacién, con
sondas marcadas por radioactividad (°P) o
por quimioluminicencia, con lo que se
permitird la visualizacién del fragmento de
ADN en estudio. Una de las caracteristicas
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de los RFLP’s es que son codominantes y no
son afectados por el ambiente.

Estos marcadores se estdn usando en
estudios taxonémicos, asi como para
detectar diversidad genética y caracteres
deseables (Shattuck-Eidens et al., 1990;
Fischer et al., 1991; Melchinger et al.,
1991).

Los RAPD’s se basan en el uso de
pequefias secuencias de oligonucledtidos
como "iniciadores" de amplificacién de
segmentos del genoma en forma aleatoria.
Para esta amplificacién es necesario, por un
lado, una mezcla de un iniciador, nucled-
tidos y Tag DNA polimerasa, mds un
substrato con magnesio, y por el otro, un
bafio Maria que controle ciclos de
temperatura de 94, 36 y 72°C, en tiempos
de 1, 1 y 2 minutos, respectivamente
(Williams er al., 1990).

La Figura 1 ilustra el proceso de amplifi-
cacion del ADN; en el esquema 1 se observa
la doble cadena del ADN; en el 2 la cadena
sencilla del ADN que se ha desdoblado por
las altas temperaturas. En el 3 se observa el
anillamiento del promotor o iniciador sobre
la cadena sencilla provocado por una tempe-
ratura ideal (37°C) y, finalmente, en el
esquema 4 se nota el proceso de amplifica-
cion mediante la intervenciéon de la Taq
polimerasa y los nucledtidos libres en el
sustrato.

Estas técnicas se estdn comenzando a usar
para estudiar respuestas fisioldgicas a los
ambientes extremos. Se tiene, por ejemplo,
el uso de los RFLP’s asociados a la
estabilidad de la membrana celular, con la
finalidad de detectar el segmento de
cromosoma que contiene los genes que
controlan la induccién a la termo-tolerancia
(Ottaviano et al., 1991). Este estudio se
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realizé en un grupo de lineas en recombina-
cién, derivadas de una cruza entre dos lineas
de maiz (T32 x CM37), y la caracterizacion
se hizo en 200 loci de RFLP. El andlisis de
regresion de la estabilidad de la membrana
con los RFLP’s permitié detectar un minimo
de 6 QTL, que acumulaban el 53% de la
variabilidad genética.

Los RFLP’s también se han relacionado
con el uso eficiente de agua, obteniéndose
resultados de prediccion muy interesantes
con tan sélo 3 marcadores en RFLP (Bjorn
et al., 1989). Para este estudio fueron
analizadas la F, y familias de retrocruzas
RC, obtenidas de una cruza interespecifica
entre una especie de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) sensible y una tolerante a
sequia. Estos autores, partiendo de que la
composicién estable de los isétopos de
carbono (°C y "“C) en la planta es un
excelente indicador del uso eficiente de
agua, lograron demostrar que dicha
eficiencia se puede predecir a partir de 3
fragmentos de restriccion (genes B 85 F, y

Qw)-

Asimismo, se han estudiado las respuestas
a bajas temperaturas en Brassica rapa 'y su
asociacion con los RFLP’s (Teutonico ef al. ,
1991). En este caso se analizaron
poblaciones segregantes para los genes que
controlan los caracteres relacionados con la
tolerancia al frio. Dicha tolerancia se midié
in vitro y se correlaciond con la prueba de
sobreviviencia en campo. Los marcadores
moleculares se usaron para identificar los
genes que controlan estos caracteres y se
determiné que un mismo grupo de genes
controlan diferentes respuestas a las bajas
temperaturas.

Estos son algunos de los trabajos
publicados que tienen una estrecha relacion
con la Fisiotecnia. Sin embargo, en el Tercer
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Congreso Internacional de Biologia
Molecular en Plantas, realizado en Octubre
de 1991, se presentaron 132 trabajos sobre la
respuesta al ambiente de diferentes especies.
Los temas de dichos trabajos versaron sobre
aislamiento, regulacién y expresion de
genes.

Este tipo de estudios en la Biologia
Molecular, sienta las bases para que cada vez
se empleen mds estas técnicas en las
investigaciones de Fisiotecnia. En general,
estas técnicas son consideradas como una
alternativa adicional para estudiar y
comprender mejor esa adaptacion de las
plantas al ambiente.

Finalmente, a manera de opinién personal,
se desea sefalar que la comprensién de los
fendmenos de adaptacién de las plantas se
puede lograr mds rdpidamente si la
Genotecnia, la Fisiotecnia, la Biotecnologia
y otras disciplinas trabajan de la mano en
forma interdisciplinaria.
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