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Prefacio

Vivimos en una sociedad absolutamente dependiente
de la ciencia y la tecnologia y, sin embargo,

nos las hemos arreglado para que casi

nadie entienda la ciencia y la tecnologia.

Y esa es una receta clara para el desastre

Carl Sagan

ESTE texto estd dirigido a quienes estudian Biotecnologia Vegetal y asignaturas
afines en la Universidad de Granada y recoge las lecciones y mi experiencia acu-
muladas durante veintitrés afios de docencia de esta disciplina, primero en la
titulacién y luego en el grado de Bioquimica y, modernamente, en el Grado de
Biotecnologia, asi como en los Programas de Doctorado y Mésteres del Instituto
de Biotecnologia y del Departamento de Fisiologia Vegetal de la Universidad de
Granada.

Por ello, en la mayoria de ocasiones, el texto estd estructurado de acuerdo
a las lecciones explicadas en clase, siguiendo un esquema didéctico que procura
ofrecer la mayor claridad y concisién en cada apartado, con objeto de facilitar su
comprensién y asimilacién por el estudiantado, aunque sin descuidar la necesaria
profundidad y rigor cientifico en cada uno de los temas, donde se ha puesto al dia
la informacién mds relevante.

El término Biotecnologia comenzé a utilizarse en los afos 70 para referirse a
una serie de aplicaciones derivadas especialmente de la Genética, Fisiologia, Bio-
quimica, Microbiologia, Biologia Molecular y Tecnologia del ADN recombinante,
técnica cominmente conocida como Ingenierfa Genética. En un contexto amplio,
por Biotecnologia se entiende «la aplicacién de sistemas biolégicos y organismos
a los procesos técnicos e industriales» y como Biotecnologia Vegetal «la aplicacién
de los fundamentos y técnicas del cultivo 77 vitro de material vegetal, de la Biologfa
Molecular y de la Ingenieria Genética al conocimiento, mejora y productividad de
las plantas con fines agricolas e industriales». En este libro, se tratardn las materias
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fundamentales de la Biotecnologfa Vegetal, incluyendo el cultivo 77 vitro de células
y tejidos, la transformacién de plantas mediante ingenierfa genética y sus princi-
pales aplicaciones, su repercusion sobre la sociedad y sus perspectivas de futuro.

Finalmente, quisiera dejar constancia de mi agradecimiento a mis estudiantes
de Bioquimica, de Biotecnologfa y de Mdster y Doctorado. A lo largo de todos
estos afios de docencia, su espiritu critico, sus preguntas, sus sugerencias, sus
discusiones y debates, me han enriquecido y han supuesto para mi un constante
estimulo de superacién y de estudio, para tratar de ofrecerles la mejor docencia
posible. A todas ellas y ellos, muchas gracias.



1 Concepto y actualidad de la
Biotecnologia Vegetal

ENTRE las muchas definiciones de Biotecnologfa Vegetal, considero como la mds
ajustada a los objetivos de este texto la siguiente: «Aplicacién de los fundamentos
y técnicas del cultivo 77 vitro de material vegetal, de la Biologfa Molecular y de la
Ingenierfa Genética al conocimiento, mejora y productividad de las plantas». Esta
definicién no sélo tiene en cuenta las aplicaciones de la Biotecnologia Vegetal a
la mejora de las plantas, sino que también enfatiza su aplicacién al progreso del
conocimiento de procesos fisioldgicos de los vegetales tan complicados como la
floracién, el crecimiento y desarrollo de los tejidos y érganos, la respuesta a las
fithormonas, la fructificacién o la senescencia y la apoptosis celular, por citar sélo
algunos. De esta manera, el objetivo de la Biotecnologia Vegetal lo constituye la
«modificacién de las plantas con propdsitos de investigacién o de obtencién de
individuos mejorados». En efecto, gracias al desarrollo de las técnicas de cultivo in
vitro'y de transformacién genética y a la adopcién de Arabidopsis thaliana como
modelo en Fisiologia y Genética de plantas, el conocimiento de los procesos fi-
siolégicos de los vegetales ha experimentado un avance tan espectacular que, en
apenas veinte afios, los modernos tratados de Fisiologia Vegetal son muy diferen-
tes de sus predecesores. De hecho, puede afirmarse que la obtencién de cultivos
transgénicos constituye aproximadamente sélo un 10% de las aplicaciones de la
Biotecnologia Vegetal, orientdndose el resto a la investigacion y a las diferentes
aplicaciones del cultivo in vitro.

BREVE DESCRIPCION HISTORICA DE LOS PRINCIPALES DESCUBRIMIENTOS DE LA
B1oTECNOLOGIA VEGETAL

La posibilidad de cultivar células y tejidos vegetales in vitro parte de los
trabajos de Sachs y Knop en 1860, quienes establecieron las bases quimicas de
la nutricién vegetal, al descubrir que las plantas podian vivir en una solucién de
diferentes sales minerales. El cultivo celular, como se conoce en la actualidad, se
inicia con los trabajos de Haberlandt en 1902, quien utilizando la solucién de
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Knop, fue el primero que cultivé células aisladas completamente diferenciadas
de diversos tejidos vegetales, observando que estas células crecfan en extensién y
grosor, pero no se dividian. Igualmente, enuncia la teorfa de la totipotencia de
la célula vegetal, inherente en la famosa Teorfa Celular propuesta por Schleiden
(1838) y Schwann (1839). Posteriormente, numerosos investigadores, bien indivi-
dualmente o trabajando en equipo, han contribuido a elaborar los conocimientos
que han permitido desarrollar la moderna Biotecnologia Vegetal. A continuacion,
presentamos una breve cronologfa, necesariamente incompleta, de los avances mds
significativos a lo largo de su historia.

1860

1902

1904
1922

1925

1934

1935

1937
1939

1943

1943

1944

1944

1948
1952

1953
1955

Sachs y Knop establecen las bases quimicas de la nutricién vegetal, al descubrir que las
plantas podfan vivir sin suelo en una solucién de diferentes sales minerales.

Haberlandt, usando la solucién de Knop, cultiva por primera vez células aisladas de
diversos tejidos vegetales.

Hannig cultiva embriones aislados de cruciferas.

Knudson consigue germinar iz vitro semillas de orquideas sin necesidad de su mi-
corriza simbidtica.

Laibach demuestra la utilidad del cultivo de embriones inmaduros para obtener
hibridos en especies de lino sexualmente compatibles.

Kogl y Haagen-Smith identifican el 4cido indol acético (AIA) como la sustancia descu-
bierta por Went en 1926 y que provocaba la curvatura de coleoptilos de avena.

Snow demuestra que el AIA estimulaba 77 vitro la actividad del cambium, mejorando
la proliferacién de los tejidos y haciendo posibles los subcultivos.

White formula el primer medio sintético para cultivo iz vitro (WM).

White con tejido de tabaco, y Nobecourt y Gautheret con tejido de zanahoria, anuncia-
ron el cultivo 77 vitro de tejidos vegetales por periodos de tiempo ilimitados.

White observé que en algunos casos, subcultivos de raices de tomate infectadas desarro-
llaban tejidos sanos, con meristemos libres de virus.

White publica “A handbook of plant tissue culture’, primer manual de cultivo in vitro
de tejidos vegetales.

Skoog descubre que callos de tabaco podian regenerar tallos y raices, mediante regula-
cién hormonal.

Avery, McLeod y McCarty identifican el ADN como el material portador de la infor-
macién genética.
Barbara McClintock descubre los elementos méviles o transposones en el maiz.

Morel y Martin desarrollan la técnica del cultivo de meristemos y consiguen obtener
plantas de dalia libres de virus.

Watson y Crick describen la estructura tridimensional de la doble hélice del ADN.

Miller y cols. descubren la primera citoquinina (quinetina) al autoclavar esperma
de peces.
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1957

1958

1960

1960
1962

1964

1965

1970
1970

1970
1971

1971

1972

1974

1976
1977

1977

1978

1981
1981
1982

1983

Skoog y Miller describen el control quimico de la organogénesis 7 vitro de raices
y tallos mediante la modificacién de la concentracién relativa de auxinas y citoqui-
ninas.

Steward (USA) y Reinert (Alemania), trabajando independientemente, informan
de la formacién de embriones por células somdticas de zanahoria (embriogénesis
somdtica).

Morel describe un método para clonar rdpidamente orquideas in vitro (micropro-
pagacion).

Cocking aisla protoplastos vegetales utilizando una mezcla de enzimas fungicas.

Murashige y Skoog publican el medio més conocido y difundido para el cultivo de
tejidos vegetales (medio MS).

Guha y Maheshwari obtienen las primeras plantas haploides de Datura mediante
cultivo de anteras.

Vasil y Hildebrand consiguen la regeneracién de plantas completas a partir de
células aisladas de tabaco.

Power y cols. publican la primera fusién de protoplastos vegetales.

Borlaug recibe el Nobel de la Paz por su contribucién a la Revolucién Verde me-
diante introduccién de genes de enanismo en los cereales.

Werner, Smith y Nathans descubren las endonucleasas de restriccién.

Heinz and Mee informan de variacién somaclonal en plantas regeneradas desde
cultivo de callo de cafia de azdcar.

Takebe y cols. consiguen regenerar plantas desde protoplastos aislados de tabaco.

Carlson y cols. obtienen los primeros hibridos somdticos mediante fusién de proto-
plastos aislados de diferentes especies, abriendo el camino a la hibridacién somdtica
como herramienta para la mejora vegetal.

Zaenen y cols. identifican el plésmido Ti de Agrobacterium tumefaciens como el
factor causante de la enfermedad de la agalla de cuello.

Seibert consigue la regeneracion de tallos desde meritemos crioconservados.

Chilton y cols. demuestran que sélo una parte del pldsmido Ti de A. tumefaciens es
responsable de la formacién de la agalla de cuello.

Bolivar y Rodriguez obtienen el plismido pBR322, una de las construcciones m4s
difundidas en la elaboracién de vectores para transformacién genética.

Melchers y cols. obtienen “pomates”, plantas resultantes de la hibridacién somdtica
entre patata y tomate.

Larkin and Scowcroft introducen el término variacién somaclonal.
Zimmermann consigue la electrofusién de protoplastos.

Krens y cols. informan de la incorporacién de ADN desnudo por los protoplastos,
haciendo posible la transformacién con ADN aislado.

Los grupos de Mary Dell Chilton (USA) y Marc van Montagu (Bélgica) publican,
con sélo un mes de diferencia, la expresién de genes quiméricos en tejido vegetal
mediante un vector basado en el pldsmido Ti de Agrobacterium.
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1987

1987

2000
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2011
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2015
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2016
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Horsch y cols. producen la primera planta transgénica de tabaco mediante co-cultivo
de discos de hoja con Agrobacterium tumefaciens.

Weinberg publica un método para la clonacién de genes, avance trascendental para
la ingenierfa genética.

Mullis y cols desarrollan la técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).
Abel y cols. obtienen las primeras plantas transgénicas con caracteres agronémicos
utiles.

Sanford y cols. describen la técnica de bombardeo con microproyectiles (biolistica)
para transferir ADN directamente a células vegetales.

Fujita y Tabata desarrollan un proceso comercial para la produccion de shikonina
por cultivos celulares de Lithospermum erythrorhizon.

Potrykus y cols. obtienen el arroz dorado.

Secuenciacién del genoma de Arabidopsis thaliana.

Secuenciacién del genoma de las dos subespecies indicay japonica del genoma del
arroz (Oryza sativa).

Se autoriza por la UE el uso de maiz B, resistente al taladro.

Mis de 100 millones de Has de transgénicos en 22 pafses.

Se secuencia por primera vez una planta transgénica (papaya resistente a virus).

Se aprueba por la UE el cultivo de una patata transgénica (Amflora) para la produc-
cién industrial de almidén con amilopectina pura.

Publicado el primer “Interactoma” (mapa sistemdtico de interacciones entre pro-
teinas) en Arabidopsis, por el Arabidopsis Interactome Mapping Consortium (AIMC).
Se aprueba en USA el primer medicamento producido por zanahorias genéticamente
modificadas para uso en pacientes con enfermedad de Gaucher.

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats): Técnica para
edicién de genomas y sustitucién o eliminacién de genes en plantas.

Kyndt y cols. informan que el genoma de la batata contiene genes Ti de Agrobacte-
rium, siendo el primer ejemplo de un cultivo naturalmente transgénico.
Secuenciacién del genoma del té, compuesto en un 67% por retrotransposones
Secuenciacién del genoma del Pinus taeda, el mayor genoma jamds secuenciado
con 22.180 millones de bases, es decir, siete veces mayor que el genoma humano.
Secuenciacién del genoma del trigo.

Se aprueba en Filipinas el consumo del arroz dorado

Charpentier y Doudna galardonadas con el Nobel de Quimica por desarrollar la
técnica de edicién genética CRISPER/Cas9.

OBJETO DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL

Como hemos comentado, la Biotecnologia Vegetal se dirige a la modificacién
de las plantas con dos propésitos principales:

1. Estudiar las rutas metabélicas que determinan aspectos fisiolégicos o mor-

fogénicos en los vegetales.
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2.

Obtener plantas mejoradas mediante adicién de caracteres no propios,
potenciando caracteres propios o suprimiendo caracteres no deseables.

Para llevar a cabo estas modificaciones se necesita:

1.

2.

La identificacién y el aislamiento de genes adecuados y deseables para
mejorar genéticamente las especies vegetales.

El disefio de sistemas que: (a) permitan introducir dichos genes deseables
en las células receptoras y (b) seleccionar las células transformadas.

La regeneracién de plantas completas y viables a partir de esas células
transformadas.

La expresidn estable en las células y plantas transformadas de la informa-
cién genética transferida.

Para este propdsito se requieren dos grandes grupos de técnicas:

Las basadas en la Biologfa Celular, la Fisiologfa Vegetal y la Bioquimica, que
han posibilitado el cultivo iz vitro de células y tejidos vegetales, permitiendo el
control y la modificacién del desarrollo y proliferacién celular para conseguir la
regeneracién de plantas completas a partir de trozos de tejido o, incluso, desde
células individuales. Este grupo de técnicas permite:

1.

El desarrollo de medios y condiciones que facilitan el cultivo 7z vitro de
células y tejidos vegetales, la obtencién de metabolitos secundarios en
biorreactor, la regeneraciéon de érganos y organismos enteros (transforma-
dos o no genéticamente), y la obtencién de individuos haploides, de gran
utilidad en la mejora genética de plantas.

La multdiplicacién vegetativa de plantas in vitro, que permite obtener
rapidamente y de forma indefinida, plantas exentas de enfermedades y
homogéneas desde el punto de vista genético, a partir de fragmentos de
yemas, tallos u otros érganos de variedades seleccionadas.

El aislamiento, purificacién y cultivo de protoplastos, que pueden: (a)
incorporar ADN exégeno de igual o distinta especie (transformacién de
protoplastos) y (b) pueden fusionarse entre si (hibridacién somdtica), lo
que permite obtener hibridos entre especies muy diferentes, y combinar el
ADN nuclear de una especie o variedad con el ADN de los cloroplastos y
mitocondrias de otras.

Las basadas en la Ingenieria Genética: Conjunto de técnicas que permiten
aislar genes o fragmentos de ADN vy transferirlos de un organismo a otro. La In-
genierfa genética permite:

1.

2.

La Identificacién y el aislamiento de genes de potencial interés agricola (no
necesariamente de plantas).
La caracterizacion estructural y la regulacion de esos genes.
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3. La construccién de genes cuya expresién pueda ser controlada en el tiem-
po (dentro del desarrollo de la planta) y en el espacio (el érgano o tejido
vegetal elegido).

4. La introduccién de los genes en la planta mediante técnicas de transfor-
macién genética.

Es importante indicar que ambos grupos de técnicas son complementarias
y se condicionan unas a otras, ya que para obtener una planta transgénica, ge-
neralmente es necesario introducir los nuevos genes en una célula o conjunto
de células y una vez comprobada que la transformacién es estable, es necesario
regenerar mediante cultivo 77 vitro una planta completa a partir de esas células
transformadas. Por ello, antes de proceder con la ingenieria genética, es necesario
poner a punto el protocolo de regeneracién 7z vitro de la planta a transformar, ya
que en caso contrario no es posible obtener la planta transgénica y los resultados
de la transformacién genética no pasarian del nivel celular o tisular. Precisamente,
la independencia de la transformacién genética de los métodos de regeneracion
mediante cultivo 77 vitro, es uno de los grandes desafios que tiene planteados la
obtencién de plantas transgénicas en la actualidad.

APLICACIONES DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL

De todo lo anterior, podemos concluir que las principales aplicaciones de la
Biotecnologia Vegetal se pueden clasificar como:

a) Investigaciones en el campo de la genética, fisiologfa, botdnica, agronomia
y mejora vegetal.

b) Aplicaciones agricolas. Plantas transgénicas resistentes a plagas, enferme-
dades y estreses abidticos; mejora de la productividad y calidad nutritiva
de los cultivos; micropropagacion y clonacién de especies vegetales; ob-
tencién de individuos haploides; rescate de embriones; conservacién de
germoplasma vegetal y de la biodiversidad agricola; obtencién de plantas
libres de enfermedades y seleccién asistida por marcadores moleculares.

c) Aplicaciones industriales y farmacolégicas. Colorantes; metabolitos se-
cundarios de uso en la industria quimica y farmacéutica; fragancias y
perfumes; aditivos agroalimentarios; insecticidas biolégicos; aceites mds
cardiosaludables; bioplésticos biodegradables; enzimas de uso industrial;
planticuerpos y vacunas de uso animal y humano.

SITUACION ACTUAL DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL

Entre las prioridades que actualmente tiene planteadas la Biotecnologia Ve-
getal podemos destacar:
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a)

b)

c)

d)
e)

g)

h)
i)

j)

Independizar la transferencia de genes de los métodos de cultivo de células,
bien mediante transferencia de polen transgénico a células reproductoras
o por inyeccién directa o agroinfiltracién a inflorescencias jévenes. Ello
economizarfa tiempo, esfuerzo y medios en la produccién de plantas
transgénicas.

El aislamiento y caracterizacién, en niimero creciente, de genes vegetales
y reconocimiento de segmentos de ADN responsables de la expresién en
plantas de genes especificos.

La transferencia a plantas cultivadas de genes que confieran resistencia a
virus, insectos, herbicidas, y factores de estrés (salinidad, sequia, altas o bajas
temperaturas, fotooxidacién, metales pesados y xenobidticos fitosanitarios),
con objeto de incrementar su productividad y adaptacion a las nuevas con-
diciones derivadas del cambio climdtico y de la creciente contaminacién
ambiental.

La transformacidn estable de cloroplastos (transplastémica) y mitocondrias.
El desarrollo de técnicas para optimizar la agricultura molecular.

La implementacién de estrategias de control biolégico para reducir el uso
de pesticidas y fitosanitarios.

La produccién por las plantas de compuestos de uso farmacolégico y de
vacunas y anticuerpos.

La produccién de cultivos energéticos no contaminantes.

El desarrollo de sistemas de cultivo que permitan la produccién vegetal en
el espacio interestelar o en planetas cercanos.

La aplicacién de la técnica CRISPR-CAS al desarrollo de cultivos mejo-
rados.

LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL EN ESPANA

En nuestro pais y de acuerdo a las diferentes estrategias y planes de I+D+i, las
principales actuaciones pueden resumirse en:

a)

Genoémica estructural, principalmente:

— Secuenciacién de genomas modelo o de transcriptomas de especies de

interés agronémico para Espafia.

— Elaboracién de mapas genéticos de alta resolucion.
— Gendmica comparativa, incluyendo aproximaciones evolutivas, ecolégicas,

funcionales y con aplicaciones biotecnolégicas.
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b) Genémica funcional, especificamente:

— Utilizacién de los recursos genémicos resultantes de los proyectos de se-
cuenciacién para obtener cantidades masivas de datos sobre la regulacién
y la expresién en sistemas celulares completos.

— Prediccidn de genes, asignacién de su funcién, deteccién de agrupaciones
de genes y de sus regiones reguladoras.

— Identificacién génica y clonaje posicional de genes en las especies de mayor
relevancia econémica en Espafia.

¢) Proteémica, con los objetivos de:

— Avanzar en la implementacién de nuevas técnicas de identificacién y ana-
lisis de proteinas en el contexto de los proyectos genémicos.

— Monitorizacién de los niveles y modificaciones de todas las proteinas de
una célula o conjunto de células.

— Catdlogo sistemdtico de las interacciones celulares entre proteinas.

— Desarrollo de la quimica combinatorial y de peptidotecas.

— Resolucién estructural de sistemas de proteinas cuya importancia funcional
haya sido caracterizada previamente, incluyendo la resolucién por Reso-
nancia Magnética Nuclear (RMN), rayos X o microscopia electrénica de
alta resolucién.

d) Agroalimentacion, especificamente:

— Potenciar actuaciones para la aplicacién de la nanotecnologia y bioin-
formidtica a la elaboracién, transformacién y conservacién de productos
agricolas.

— Desarrollo de alimentos seguros para la salud y de nuevos alimentos fun-
cionales y nutracéuticos.

— Calidad nutricional de alimentos y sustancias bioactivas en relacién con la
salud y bienestar de los consumidores.

— Desarrollo de nuevas fuentes de proteinas vegetales.

En Espafia, entre las principales asociaciones relacionadas con la Biotecnologfa

Vegetal figuran la Sociedad Espafiola de Biotecnologia (http://www.sebiot.org), la
Sociedad Espafola de Cultivo i vitro de Tejidos Vegetales (http://www.ivia.es/
secivtv/), la Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal (http://www.sefv.net/) y la
Fundacién Antama (https://fundacion-antama.org/). Estas instituciones publican
periédicamente noticias, boletines y monografias sobre temas relacionados con la
Biotecnologia Vegetal.



