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PRESENTACION

La biotecnologia, como una de las
mas avanzadas herramientas mo-
dernas, ofrece campos insospe-
chados de aplicacién a las activi-
dades silvoagropecuarias, y si bien
es cierto no es algo reciente en el
concierto internacional, en nues-
tro pais, excepto la propagacion
in vitro de plantas, sélo en los Ulti-
mos afos ha adquirido mayor im-
portancia y preocupacion. Como
resultado de lo anterior, en cen-
tros de investigacién, universida-
des, y también de empresas pri-
vadas, se han iniciado trabajos en
biotecnologia gracias a la im-
plementaciéon de pequenos labo-
ratorios, cuyo nivel de equi-
pamiento depende de la enverga-
dura de los inversiones que se esté
en condiciones de realizar, pero sin
duda lo més relevante es el grado
de formacién del equipo de profe-
sionales que los opera.

Sin embargo, el desafio que en-
frenta el sector silvoagropecuario,
de modernizacién y de adecuacién
a los nuevos escenarios que im-
pone una economia globalizada,
requiere avanzar rdpido para po-
der otorgar a nuestro pais la
competitividad necesaria frente a
la oferta de ofros paises. En este
contexto, la biotecnologia puede

hacer un gran aporte en aspectos
relacionados con la valorizacién de
nuestros recursos genéticos, diver-
sificacién de la agricultura, mejo-
ramiento de la produccién y de la
calidad de nuestros productos. Si
deseamos como pais situarnos en
un nivel de vanguardia, se requie-
re unir los esfuerzos y las capaci-
dades, para potenciar mutuamente
los distintos agentes que estdn tra-
bajando en biotecnologia en Chi-
le.

Se han realizado algunas acciones
especificas al respecto, como el es-
tudio que se solicitd a la FAO para
conocer nuesira situacion. El paso
siguiente fue la realizacién de la
"Conferencia de Planificacién del
Programa Nacional de Biotec-
nologia Agropecuaria y Forestal”,
que permitié reunir a todos los es-
pecialistas del pais que estén tra-
bajando en el tema, y escuchar a
un grupo de expertos del pais y del
extranjero, cuyas disertaciones se
entregan en el presente documen-
to.

Nuestra institucidn tuvo el grato.
honor de organizar esta actividad,
para lo cual se conté con la exce-
lente disposicién de especialistas
de INIA, universitarios, y de em-



presas, quienes pusieron mucho
entusiasmo para lograr que esta
Conferencia fuera exitosa, consti-
tuyera un aporte al avance de la
biotecnologia en Chile, y para lo-
grar una coordinacién y articula-
cién entre especialistas. Sin em-
bargo es importante ademdés re-
conocer el esfuerzo desplegado
por quienes se dieron el trabajo de
recopilar y editar cada una de las
presentaciones, para asi poder en-
tregar en forma fidedigna los apor-
te de los especialistas. Debo expre-
sar un especial reconocimiento al

Dr. Mario Paredes C. y Herndn
Riquelme R. del CRI Quilamapu, y
al Dr. Carlos Mufioz S. y a la sefio-
rita Erika Salazar S. del CR! La
Platina, por su dedicacion en es-
tructurar el contenido del presente
texto; gracias a sus aportes hoy po-
demos hacer entrega de este do-
cumento, que esperamos sea Util
a la comunidad cientifica nacional
e internacional.

Isaac Maldonado |.
Director Regional
INIA - CRI Quilamapu



PROLOGO

La necesidad de incrementar la
competitividad del sector silvoagro-
pecuario chileno, en un escenario
de economias abiertas, no es dis-
cutible. Lo que si puede discutirse
son las distintas estrategias que de-
ben utilizarse para este propdsito.
Parece haber consenso, sin embar-
go, en que la tecnologia deberia
jugar un rol trascendente en el in-
cremento de esta competitividad.
La variedad de opciones tecnolé-
gicas disponibles, obligan a fijar
prioridades, de modo de incentivar
el desarrollo de ciertas tecnologias
que para el pais representen ven-
tajas competitivas.

La biotecnologia puede ser una de
estas tecnologias. La biotecnologia
moderna, que se basa en los avan-
ces cientificos de las Oltimas tres
décadas, posibilita la manipulacién
por el hombre del ADN, molécula
que forma la base de la genética'y
de la vida misma. Estas tecnolo-
gias pueden ser aplicadas al sec-
tor silvoagropecuario sin las limi-
taciones éticas que su utilizacién
tiene cuando ellas son aplicadas
directamente al hombre. Por esta
razén se prevé una répida apari-
cién de aplicaciones productivas
destinadas al sector silvo-
agropecuario en los préximos
anos.

A pesar de lo anferior, en el pais
estas tecnologias no estdn amplia-
mente desarrolladas. Un diagnés-
tico preliminar de la situacién ac-
tual del desarrollo de las
biotecnologias en el sector silvo-
agropecuario, demuestra que tan-
to los recursos humanos como fi-
sicos son deficitarios, que no exis-
ten mecanismos de vinculacién
entre los generadores de la tecno-
logia y los usuarios de ésta y que
en el pais no existen mecanismos
claros para incentivar, coordinar y
priorizar las actividades a desarro-
llar en biotecnologia de modo de
lograr la produccion de bienes y
servicios utilizables por el sector
productivo o directamente por los
consumidores.

Lo senalado anteriormente motivé
al Ministerio de Agricultura de
Chile {(MINAGRI) a elaborar un Pro-
grama Nacional para el Desarro-
llo de la Biotecnologia Agrope-
cuaria y Forestal. La elaboracién
de este Programa fue encargada
al Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA), el cual con-
vocé a un grupo de especialistas y
administradores para que consti-
tuyeran un Comité Técnico Asesor
(CTA), que disefiara una estrate-
gia para la formulacién del Pro-
grama. Este CTA estuvo integra-



do por el Director de Investigacién
del INIA, dos cientificos de la mis-
ma institucion, un representante de
la Red de Cooperacién Técnica en
Biotecnologia Vegetal de la FAO
(REDBIO), un representante del
Comité de Biotecnologia de la Co-
misién Nacional de Investigacién
Cientifica y Tecnolégica (CONI-
CYT), uno del Instituto Forestal
(INFOR), uno de la Secretaria Eje-
cutiva de la Fundacién para la In-
novacién Agraria y uno de la Ofi-
cina Regional de la FAO para
América Latina y el Caribe (FAO-
RELAC). La coordinacion del CTA

estuvo a cargo del suscrito.

El CTA, en su primera reunion, re-
comend$ la realizacién de un diag-
néstico de la situacién de la
biotecnologia silvoagropecuaria en
Chile. Con este propésito se le so-
licité al Sr. Ministro de Agricultura
que pidiera a la FAO la designa-
cién de un consultor especializa-
do para que ayudara en la reali-
zacién de un diagnédstico prelimi-
nar. Con la ayuda del consultor
designado, esta primera etapa se
concluyd en un plazo de 6 meses
y se concreté en la publicacién de
un documento, editado conjunta-
mente por la FAO, el MINAGRI y
el INIA, donde se recopilé la infor-
macién disponible sobre biotecno-
logia agropecuaria y forestal en el
pais.

Completado el diagnéstico, el CTA
recomendé la contratacién de un
grupo de expertos internacionales
de alto nivel, que pudiera colabo-
rar en la formalizacién de una pro-
puesta de Programa, teniendo en
cuenta el diagnéstico realizado.
Con este propésito el Gobierno de
Chile solicité oficialmente a la FAO,
la ejecucién de un Proyecto de
Cooperacién Técnica (TCP). Este
incluyé la contratacién de 5 exper-
tos internacionales del més alto
nivel cientifico, que se abocaron, -
durante 3 semanas, a revisar la
evaluacién hecha previamente y a
formular una propuesta de Progra-
ma. Para ello mantuvieron entre-
vistas con los principales grupos de
cientitficos que trabajan en
biotecnologia en el pafs, con au-
toridades del MINAGRI, de Agen-
cias de Financiamiento y con los
responsables del desarrollo cienti-
fico y tecnolégico del pais.

Una vez elaborada la Propuestq,
ésta fue presentada a la comuni-
dad cientifica en una "Conferen-
cia de Planificacién" (CP), en la cual
investigadores nacionales mostra-
ron los avances alcanzados a la
fecha en el pais en materias de
biotecnologia, los expertos interna-
cionales mostraron el estado del
arte del desarrollo biotecnolégico
en sus respectivas dreas de espe-
cialidad, y los miembros integran-
tes del TCP presentaron su pro-



puesta de Programa Nacional. A
la CP concurrieron mds de 100
participantes. Fueron invitados re-
presentantes de algunos Centros
Internacionales (CIP, CIMMYT,
CIAT, ISNAR), de organizaciones de
investigacién y cooperaciéon Inter-
nacional (CIRAD, USDA, SEI,
JICA,), autoridades politicas (Ofi-
cina de Estudios y Planificacién del
MINAGRI, Gobiernos Regionales,
efc.) y mas de 50 cientificos chile-
nos que trabajan en biotecnologia
agricola, forestal y ganadera. Ade-
mds, se invitd a participar al sec-
tor productivo, que lo hizo tanto
presentando trabajos, como parti-
cipando activamente de las discu-
siones. La CP se realizé en Chi-
lldn (VIll Regién) y fue organizada
por el Centro Regional de Investi-
gacién Quilamaopu del INIA. El
éxito de esta conferencia fue posi-
ble gracias a la entusiasta partici-
pacién de un activo grupo de or-
ganizadores regionales que inclu-

yé a representantes de la Univer-
sidad de Talca, la Universidad de
Concepcioén, la Universidad del
Bio-Bio y la Universidad Adventista.

En el documento que se presenta
a confinuacién se dan a conocer
los trabajos presentados por los es-
pecialistas, tanto nacionales como
internacionales, y las recomenda-
ciones y conclusiones de la CP
Esperamos con ello contribuir a la
difusién de esta valiosa informa-
cién, que constituird la base fun-
damental para la formulacién de-
finitiva del Programa Nacional de
Biotecnologia Agropecuaria y Fo-
restal del Ministerio de Agricultura
de Chile.

Carlos Mufioz Schick
Ingeniero Agrénomo, Ph.D.
Instituto de Investigaciones

Agropecuarias
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DISCURSO PRONUNCIADO POR EL SR
DIRECTOR REGIONAL DEL

Es motivo de gran orgullo recibir
en esta regién y en este auditorio
a tan distinguido grupo de exper-
tos en un tema que no sélo sus-
tentard parte de nuestros suefios
de futuro, sino que serd bdsico en
el desarrollo del sector silvo-
agropecuario nacional.

Como resultado de lo antes men-
cionado, y consciente de la impor-
tancia de esta Conferencia, debo
senalar a ustedes que se han des-
plegado los mejores esfuerzos para
la realizacién de este evento, don-
de no es posible omitir el impor-
tante apoyo del sefior Ministro de
Agricultura Don Emiliano Ortega
R., del Consejo de Innovacién
Agraria, de la FAO y del Instituto
de Investigaciones Agropecuarias
(INIA), como conductores en la ela-
boraciéon del Programa Nacional
de Biotecnologia.

En la organizacién de esta reunién
se ha contado con esfuerzos com-
partidos por la institucionalidad
regional, aqui se debe mencionar
la Universidad de Talca, Universi-
dad Adventista, Universidad del
Bio-Bio, Universidad de Concep-
cién y los profesionales del Centro
Regional de Investigacién (CRI)
Quilomapu. Todos ellos han he-
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ISAAC  MALDONADO,
INIA-CRI - QUILAMAPU

cho un esfuerzo conjunto, para
brindar a ustedes las mejores con-
diciones y facilidades en la reali-
zacién de vuestro trabajo. Ade-
mds, hacemos presente que por
sobre la noble labor antes men-
cionada, también se busca que
esta actividad sea sélo el inicio de
una accién mancomunada en la
exploracién, elaboracién y obten-
cion de los resultados que la
biotecnologia ha de entregar a
estas regiones, y donde nuestro
necesario y explicito interés en su-
mar esfuerzos es bdsico, para
avanzar en la direccidon y magni-
tud que las condiciones actuales
lo requieren.

No hay duda que es facil anunciar
trabajos colaborativos, buscar una
complementacién, o establecer
alianzas, sin embargo, hacer esto
realidad serd lo Unico que tendrd
sentido o valor. Para ello, las de-
cisiones que se deben tomar en
estos dias constituirdn la base so-
bre la cual se elaborardn proyec-
tos especificos, y donde cada uno
de los actores regionales ha de
exponer sus fortalezas en las éreas
que mejor domina, sin caer en los
excesos de no aprovechar inteli-
gentemente las complementacio-
nes nacionales e internacionales.



En tal sentido, y al encontrarnos
las diferentes instituciones en la
preparacién de esta Conferencia,
hemos sido capaces de descubrir
las fortalezas de nuestros pares
que confiamos aprovechar en lo
inmediato. Por esto es que desea-
mos dar a ustedes la tranquilidad
de que agotaremos todos los es-
fyerzos que sean necesarios, para
conformar equipos interdisciplina-
rios de cientificos e investigadores,
fuertes y competitivos, tanto en el
medio nacional como en el inter-
nacional, porque si bien histérica-
mente pocos espacios se nos han
entregado y mucho se ha hecho,
es que esperamos no se nos dé
menos para asi entregarlo todo.

Al respecto, respaldando la afirma-
cién, aprovecho la oportunidad de
agradecer la presencia en este
evento de los sefiores representan-
tes de FAO, con quienes nos une
un largo trabajo conjunto en. el
desarrollo de proyectos muy
exitosos. En tal sentido, deseo
destacar y agradecer que se haya
otorgado a INIA el Premio Eduard
Saouma 1994-1995, por la exce-
lencia en la ejecucidn del proyec-
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to Control Biolégico del Pulgén
Ruso del Trigo, ejecutado por los
colegas Marcos Gerding, del CRI
Quilamapu, y Herndn Norambue-
na, del CRI Carillanca; este traba-
jo fue seleccionado entre todos
aquellos que la FAO apoya en el
mundo, lo que nos llena de orgu-
llo y satisfaccién.

Dicho premio serd recibido por el
sefor Marcos Gerding el 20 de oc-
tubre en la Conferencia Inaugural
de la Sesién Plenaria de los paises
miembros de FAQO, al cumplir esta
institucién 50 anos de abnegada
y fructifera labor. Esperamos optar
al préximo concurso con un pro-
yecto en biotecnologia, el que sin
duda ha de disputar el primer lu-
gar del ranking.

Senores conferencistas, que vues-
tro trabajo sea fructifero; para ello
cuenten con todas las facilidades
que esté a nuestro alcance otor-
garles.

iMuchas gracios!



DISCURSO PRONUNCIADO POR EL
SR. ANTONIO HARGREAVES,
DIRECTOR DE INVESTIGACION DEL INIA

Es para el Director de Investiga-
cion del Instituto de Investigacio-
nes Agropecuarias (INIA), especial-
mente grato representar al Presi-
dente Ejecutivo del INIA, Sr. Gon-
zalo Jorddn Fresno, en la ceremo-
nia inaugural de esta importante
Conferencia. Nosotros, como ins-
titucién de investigacidon depen-
diente del Ministerio de Agricultu-
ra, hemos estado permanente-
mente preocupados de incorporar
a nuestro quehacer herramientas
de avanzada que se traduzcan en
una mds eficiente realizacién de
trabajos cientificos y en la obten-
cion de productos tecnolégicos de
alto nivel competitivo en el dmbito
internacional.

Todos entendemos que la razén
que animé al Sr. Ministro de Agri-
cultura a lanzar esta iniciativa den-
tro de las medidas ministeriales, es
que existen en Chile diferentes gru-
pos de cientificos que estdn traba-
jando en y con biotecnologias,
para distintos propésitos. La ur-
gente necesidad de aunar los es-
fuerzos en esta materia hizo que
se cristalizara esta medida en un
solo programa, al cual, entre to-
dos nosotros le daremos forma al
término de esta reunién. El Minis-
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terio ha depositado la responsabi-
lidad de coordinar este proyecto en
el INIA, quien a su vez ha forma-
do un equipo de investigadores y
representantes de diversas institu-
ciones afines, para llevar a cabo
la tarea en el bien entendido de
que se trata de un programa de
cobertura nacional.

EF INIA tomé este liderazgo por dos
razones fundamentales: (1) por ser
la institucién de investigacién del
Ministerio y que tiene cobertura
nacional; y (2) porque la
biotecnologia debe necesariamen-
te estar ligada a la obtencion de
productos agropecuarios y fores-
tales. El programa de fitomejora-
miento del INIA, a lo largo del pais
y en distintos rubros ha contribui-
do de manera significativa al au-
mento sostenido que han tenido los
rendimientos. Las actividades de
biotecnologia tienen un destino es-
tratégico ligado estrechamente a
este programa, cual es la acelera-
cién en la obtencién de nuevas
variedades y creacién de éstas con
distintas condiciones de calidad,
segin las cada vez mds altas exi-
gencias de los mercados.

Hoy dia se reconoce a la agricul-



tura chilena como una de las més
desarrolladas en América Latina.
El pais posee rendimientos prome-
dios, en la mayoria de los cultivos
alimenticios bésicos, comparables
a los de paises desarrollados. Una
situaciéon andloga se observa en
la fruticultura y silvicultura.  Este
sitial se ha logrado gracias a las
bondades agroclimdticas de nues-
tro pais y a su favorable situacién
fitosanitaria, pero fundamental-
mente, gracias a la capacidad que
han tenido los cientificos, empre-
sarios y técnicos chilenos para in-
troducir tecnologias desde los pai-
ses desarrollados y adaptarlas
exitosamente a nuestra particular
realidad.

En estas condiciones, el incremento
de la productividad se hace cada
vez mdés dificil, sobre todo, por el
répido cambio que estd ocurrien-
do en cuanto a protecciones y pa-
tentes, lo que dificulta el intercam-
bio de informacién y encarece el
sistema productivo. Este hecho es
particularmente relevante en el
sector hortofruticola, dado que éste
depende fundamentalmente de
variedades generadas en el extran-
jero, por las cuales debemos pa-
gar royalties cada vez mayores, por
un nUmero creciente de ellas. Esta
situacién hard disminuir en el fu-
turo nuestra competitividad en los
mercados internacionales, ya que
representard un costo adicional
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para nuestros productos exporta-
bles. Por ofra parte, el creciente
desarrollo de las biotecnologias y
el patentamiento a que las técni-
cas biotecnoldgicas estdn sujetas,
hacen cada vez mds dificil acce-
der libremente a la tecnologia ex-
tranjera.

Por esta razén, es indispensable
desarrollar nuestra capacidad para
generar tecnologias. Ello no sélo
nos permitird su uso en el pais y
en el extranjero, sino que también
fortalecerd nuestra capacidad de
negociacién frente a la inminente
apertura de los mercados.

En el contexto senalado, el INIA
ha recibido una importante inyec-
cién de recursos provenientes del
Banco Interamericano de Desarro-
llo (BID), que han permitido refor-
zar la capacidad instalada de la-
boratorios a_lo largo del pais, con
la adquisicién de equipos de alta
tecnologia para desarrollar traba-
jos en biotecnologia. A su vez,
varios de nuestros investigadores
han tenido la oportunidad de ca-
pacitarse, obteniendo grados de
master {M.Sc.) o doctor (Ph.D.), o
informalmente a través de diferen-
tes actividades de visitas a cen-
tros de investigacién avanzada
del mundo, como también con la
venida de expertos internaciona-
les al pais, para incorporar algu-
na técnica especifica, de una for-



ma eficaz y répida.

Estos estuerzos tienen una razén
de ser. Desde hace poco més de
un ano el INIA estd cambiando su
estructura de orientacién de la in-
vestigacién, obedeciendo a las
nuevas y renovadoras sefales de
apertura y segmentacién de los
mercados a nivel mundial, que ne-
cesariamente exigen una mayor
competitividad como pais en los
distintos dmbitos de la economio.
La agricultura, con mayor razén,
debe construir y encontrar las al-
ternativas de competencia como
actividad exportadora. El sector
productor necesita con urgencia,
respuestas a estos nuevos desafios,
requiere diversificar su produccién
y la creacién de nuevos produc-
tos, necesita productos limpios de
contaminantes y alternativas para
reducir los costos de produccién,
necesita homogeneidad de pro-
ductos y, por Gltimo, necesita he-
rramientas para luchar en la con-
tingencia y seguir ofreciendo al
pais una importante actividad eco-
noémica.

En este campo, junto con la poten-
ciacién de las capacidades cienti-
ficas del pais, desarrollando a fon-
do su inteligencia y creatividad, las
biotecnologias juegan un rol que
es determinante para el éxito que
ellos puedan tener. Por su parte,
el INIA ha entendido que las res-
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puestas @ muchos de estos desa-
fios estd en la profundizacién del
conocimiento de los procesos bio-
l6gicos y la manipulacién de ellos.
Esto significa incrementar definiti-
vamente la investigacion mds ba-
sica, o mejor dicho, mds estraté-
gica, buscando el justo equilibrio,
dando respuesta también a la con-
tingencia o a las necesidades de
mds corto plazo. Este esquema ha
sido decididamente apoyado por
el Sr. Ministro de Agricultura, como
Presidente del Consejo del INIA, y
por la inmensa mayoria de sus in-
vestigadores, quienes, al igual que
muchos otros cientificos del pais
han entendido que ésta es la al-
ternativa més eficaz.

La reciente promulgacién de la Ley
19.342 que regula los derechos de
los obtentores de nuevas varieda-
des vegetales, constituird un incen-
tivo directo para que cientificos y
técnicos chilenos, tanto del sector
publico como privado, se aboquen
a generar nuevas variedades o a
confinuar introduciendo al pais
variedades generadas y protegidas
en el extranjero. A su vez, la re-
ciente nominacién del INIA como
Curador Nacional de Recursos
Fitogenéticos, ha dado a estos re-
cursos la importancia que deben
tener en el sentido de configurar
una fuente importante de
germoplasma, que puede tener
insospechadas repercuciones en



nuestro quehacer como pais ge-
nerador de productos nuevos.
Para ello, necesitamos con urgen-
cia visualizar con claridad cual serd
el destino y uso de esos recursos.
En esto, nuevamente la biotecno-
logig constituye una herramienta
fundamental.

Teniendo conciencia del incipiente
estado de desarrollo que las
biotecnologias tienen en el pais, y
del reducido grupo de cientificos
que actualmente realiza trabajos
en el drea silvoagropecuaria, este
Programa Nacional, concebido por
lo menos a 10 afos plazo, deberd
necesariamente contemplar la for-
macién y capacitacién de recursos
humanos, e incentivar a un grupo
importante de cientificos chilenos
que hoy se encuentran trabajan-
do en el extranjero para que se in-
corporen a la puesta en marcha
del Programa, ya sea volviendo a
nuestro pafs o colaborando desde
sus actuales sedes.

Entendemos, sin embargo, que el
INIA por si solo no puede enfren-
tar esta tareq, y es por eso que se
ha invitado a participar a este Pro-
grama Nacional a las universida-
des y a otros institutos de investi-
gacién del sector silvoagropecua-
rio. Por esta razén, valoramos pro-
fundamente la iniciativa del Minis-
terio de Agricultura, y el apoyo del
Gobierno de Chile y de la FAO
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para la materializacién de este
evento.

En el disefo del Programa se
reevaluardn los objetivos del me-
joramiento genético de especies
vegetales y animales bajo los nue-
vos escenarios mundiales, y se
hard una evaluacién de la dispo-
nibilidad de las modernas técnicas
biotecnolégicas, incluida la inge-
nieria genética, para poder deter-
minar la factibilidad econémica de
enfrentar estos desafios.

No quiero dejar de enfatizar el de-
safio que representa para el pais
la conservacién y el uso de los re-
cursos genéticos. Hoy dia la di-
versificacién de los productos
agropecuarios es una tarea a la
que se enfrentan todos los paises
del orbe. Basta mencionar que de
las casi 300.000 especies de plan-
tas superiores existentes en el mun-
do, sélo 300 constituyen la base
de la alimentacién mundial. Esto
significa que existe un tremendo
potencial para introducir al cultivo
nuevas especies, para buscar nue-
vos usos a las ya domesticadas, o
para identificar en ellas genes que
puedan ser usados en beneficio de
la humanidad. En este sentido,
Chile tiene una situacién muy par-
ticular, puesto que, si bien es cier-
to nuestra flora es relativamente re-
ducida (no mds de 4.000 espe-
cies), ella posee un alto grado de



endemismo, es decir, un alto nv-
mero de plantas que sdlo crecen
en nuestro territorio, y por lo tan-
to, hay alli un potencial especial
para el desarrollo de nuevas es-
pecies o de otros usos para nues-
tras plantas.

Por otra parte, es cada vez mds
dificil acceder a germoplasma ex-
tranjero, ya que la mayoria de los
paises firmantes de la Convencién
de la Biodiversidad han declora-
do los recursos genéticos como
patrimonio transable, es decir,
como un bien susceptible de ne-
gociar. Esto significa que el
germoplasma no estard mds dis-
ponible para el libre intercambio
y nos obligard a caracterizar muy
bien el propio, para conocer en
profundidad de qué elementos de
negociacién disponemos.

Hemos decidido que el Programa
Nacional de Biotecnologia con-
temple tanto a la biotecnologia
animal como o la biotecnologia
vegetal y forestal, las plantas or-
namentales, las especies medici-
nales, aromdticas y las especies
forestales, tanto nativas como in-
troducidas.

La conferencia que hoy iniciamos
se ha llenado de grandes expec-
tativas, tal vez superiores a los que
realmente podamos obtener. En-
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tendemos que no es fécil para un
grupo de escogidos cientificos in-
ternacionales empaparse de las
necesidades de nuestro pais en
poco fiempo.

Sin embargo, creemos que esta
oportunidad, inédita en la historia
cientifica chilena, dard tribuna
para la discusién cientifica del mas
alto nivel, y esperamos que duran-
te este intercambio profesional, en
tres dias intensos de trabajo, pue-
da clarificarse el camino por don-
de seguir y encauzar las iniciativas
cientificas de nuestro pais, llegan-
do en lo posible a establecer una
escala de prioridades que nos
orienten para la asignacién de los
siempre escasos recursos.

Chile ha dado un paso significati-
vo. La Comisién de Ciencia y Tec-
nologia del Congreso ha entrega-
do los lineamientos generales y
sugerido la entrega de un fuerte
apoyo al desarrollo cientifico,
creando una politica de innovacio-
nes creciente y permanente, que
debe ser fomentada para permitir
que las empresas nacionales se
mantengan en condiciones de
competitividad en un mercado in-
ternacional tremendamente com-
petitivo. Asi, se ha fijado la meta
de aumentar el porcentaje del gas-

to en investigacién y desarrollo
desde el 0.8% del PGB que se



calcula hoy, hasta una cifra de por
lo menos el doble, para consoli-
dar un crecimiento sostenido de
nuestra economia.

Hago votos para que esta reunién
sea exitosa. En la preparacion de
ella ha sido determinante la parti-
cipacién de destacados cientificos
chilenos, como por ejemplo, el Dr.
Carlos Munoz S. de INIA La Plating,
y de cientificos extranjeros como
el Dr. Victor Villalobos de FAO,
quienes con el apoyo de muchas
ofras personas han logrado el ob-
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jetivo de realizar este evento.

Esta Conferencia se ve materiali-
zada con la decidida colaboracién
de quien es hoy nuestro anfitrién,
el CRI Quilamapu del INIA, cuyo
personal ha desplegado un inmen-
so esfuerzo para asegurar el éxito.

Necesitamos la opinién de todos y
cada uno de los que estamos aqui,
por el bien de nuestra comunidad
cientifica y por el futuro del pais.

iMuchas gracias!



DISCURSO PRONUNCIADO POR EL SR. SANTIAGO FUNES,
REPRESENTANTE REGIONAL ADJUNTO DE FAO EN CHILE

No puedo ocultar un sentimiento
de alegria personal que quisiera
antes que nada compartir con us-
tedes. Represento a una organi-
zacion que cumple hoy, 16 de oc-
tubre de 1995, cincuenta afos de
existencia. Todos los aqui presen-
tes, permitanme expresarlo asi,
somos parte de la historia de me-
dio siglo de la Organizacién de los
Naciones Unidas para la Agricul-
tura 'y la Alimentaciéon. También
celebramos hoy el Dia Mundial de
la Alimentacién, que este ano tie-
ne como lema "Alimentos para
Todos", con todo lo enigmético que
puede tener ese lema hoy, en
1995, si es que miramos el pasa-
do, echamos una mirada al pre-
sente y si es que pensamos en el
futuro.

Celebrar los cincuenta anos de la
FAO en Chile no es, por ofra par-
te, una celebracién cualquiera. La
FAO debe mucho a Chile. Este pais
ha honrado todos y cada uno de
los compromisos que suscribié con
nuestra organizacién, desde que
se incorpord a los gobiernos que
la integran.

A lo largo de muchos anos y por
voluntad del gobierno, hemos po-
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dido aprender juntos con los pro-
ductores chilenos en la pesca, en
el bosque, en la agricultura y en la
ganaderia; nosotros percibimos
una larga relacién de aprendizaje
compartido con los habitantes ru-
rales de esta nacién. En algdn mo-
mento Chile pudo necesitar para
su desarrollo rural, agricola,
pesquero y forestal, informacion y
conocimientos que no estaban dis-
ponibles dentro de las fronteras
nacionales y que existian en otras
partes del mundo. Entonces como
ahora, la FAO ha tratado siempre
de estar al alcance de las necesi-
dades nacionales en el desarrollo
sectorial.

Permitanme ustedes mencionar a
un hombre que honré a la FAO en
su momento y que la sigue hon-

rando en su relacién con ella, a

un ciudadano chileno, Don Herndn
Santa Cruz, que no solamente be-
neficié con su participacion y su in-
teligencia a la FAO, sino al con-
junto del sistema de las Naciones
Unidas. Don Herndn Santa Cruz
supo fransmitir, si cabe decirlo asi,
chilenidad a la FAO; supo
enriquecerla desde Chile, y contri-
buir para que las expresiones y ex-
periencias de la ruralidad chilena



estén presentes en la vida de nues-
tra Organizacion.

Celebro, pues, con ustedes, los cin-
cuenta afos de la FAO, no sélo en
esta Conferencia de Planificacién
del Programa Nacional de
Biotecnologia Agropecuaria y Fo-
restal, sino también lo celebro muy
especialmente en este pals, que ha
sido fuerte sostenedor de la vida y
de los logros de nuestra Organi-
zacién.

El sefor representante del Presi-
dente Ejecutivo del Instituto de In-
vestigaciones Agropecuarias (INIA)
y el Director Regional del Instituto
se han referido a la contribucién
de lo FAO en el actual proceso de
elaboracién del Programa Nacio-
nal de Biotecnologia Agropecuaria
y Forestal que Chile necesita.
Agradezco esas menciones a lo
modesta colaboracién que esta-
mos prestando, concertada en muy
corto tiempo. Han transcurrido no

mds de 9 meses entre el momento

en que el Ministro de Agricultura,
Don Emiliano Ortega, solicité a la
FAO una cooperacién en esta
materia, hasta este instante en que
nos enorgullecemos de hacer po-
sible lao presencia de distinguidos
cientificos internacionales que
completan el cuadro de represen-
tantes del mundo de la ciencia y
la tecnologia, que hoy van a co-
menzar sus deliberaciones. Ello
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muestra que cuando hay interés,
cuando hay voluntad de todas las
partes, somos capaces de ofrecer
un servicio de calidad con pronti-
tud y oportunidad en relacién con
las exigencias actuales. En esto re-
side también el esfuerzo de mo-
dernizacién de la FAO conducido
por su Director General, el Sr.
Jacques Diout.

Distinguidos cientificos y tecndlo-
gos que estdn presentes en esta
conferencia, desearia evocar el
cardcter complejo de los desafios
gue se enfrentan al tratar de defi-
nir, en estos dias que transcurren,
el posible horizonte de un fortale-
cimiento de la actividad nacional
en materia de biotecnologia.

En ese sentido, no deberia resul-
tar extrafio recordar aqui, en tér-
minos de esa complejidad, el es-
tudio de un cientifico hace alrede-
dor de veinte afics, en torno a los
trabajos del matematico Gédell,
del mésico Bach y del artista
Escher. Armonias y disonancias
ocurren permanentemente en la
construccién cientifica, como con-
secuencia tanto de la exigencia
interna de cada ciencia como de
su inevitable referente social e his-
térico. El horizonte de reflexién y
trabajo es alterado por las tensio-
nes que provienen de los reclamos
y circunstancias sociales. Los pla-
nos y las dimensiones se combi-



nan tanto como las expectativas y
los posibilidades. Lo probable se
articula con incertidumbres, que no
provienen exclusivamente del dis-
curso cientifico sino también del
incierto devenir de las sociedades
humanas, de los valores en juego,
de los criterios con los que se juz-
ga en cada caso lo conveniente y
lo necesario, lo permanente y lo
transitorio.

Si consideramos toda la pujanza y
creciente fortaleza que experimen-
ta en estas décadas el esfuerzo en
materia de biotecnologia; el am-
plio campo de aplicaciones y tec-
nologias de produccién que sur-
gen a diario; las promesas de una
préxima década plena de resulta-
dos utilizables en la produccién
agricola comparable a los diez
afos anteriores en cuanto a
biotecnologia aplicada a la salud
humana, tenemos que con todo
ello, las instituciones publicas y
privadas ocupadas del desarrollo,
de la investigacién o de la ense-
fianza en aspectos biotecnolé-
gicos; los profesionales y técnicos
que se le vinculan; los producto-
res usuarios actuales o potencia-
les de desarrollos biotecnolégicos,
no estdn exentos de cierto margen
de incertidumbre acerca de qué
hacer, de porqué hacerlo y de
cdmo realizarlo en el futuro.

En efecto, no existen demasiadas
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certidumbres sobre lo que va a ser
la agricultura dentro de veinticin-
co afios. Sabemos en una apre-
ciable medida que no va a ser la
misma que tenemos hoy. En la
actualidad, en muchos lugares del
planeta se registra una transforma-
cién profunda en el aprovecha-
miento de los recursos naturales
para la produccién alimentaria y
de materias primas provenientes
del trabajo en el campo, en los
bosques y en las pesquerias. Ade-
mds, sabemos que para millones
de seres humanos en las dreas
rurales constituyen amenazas
cotidianamente vividas, el agota-
miento de los recursos productivos
a que tienen acceso, y las crecien-
tes presiones sobre esos recursos
por potenciales usuarios, asi como
por otros sectores de la sociedad
interesados en su proteccién y pre-
servaciéon. Mencionemos, asimis-
mo, la incentivacién del comercio
agricola y alimentario internacio-
nal; al papel asignado a la
comercializacién como mecanismo
central de crecimiento, junto con
lo apertura de fronteras a merca-
dos regionales y subregionales y
un relativamente mejor contexto
para el comercio mundial.

Otros numerosos elementos, de los
que no estdn excluidos una cre-
ciente incidencia del conocimien-
to como insumo bdsico para el
éxito de lo actividad y los negocios



en el campo, proporcionan un cua-
dro ambivalente, de nuevas posi-
bilidades y también de nuevos de-
safios. Con frecuencia, en lugar
de alegrarnos, esta transicién ge-
nera a muchos, y particularmente
a varios millones de seres huma-
nos que trabajan sus parcelas en
todo el mundo, una cierta dosis de
temor, una cierta dosis de incerti-
dumbre.

Sabemos también que la agricul-
tura dentro de veinticinco anos,
deberd haber satisfecho el desafio
de proporcionar alimentos sufi-
cientes a una poblacién que serd
diez veces mds grande de lo que
fue a principios de este siglo. Sa-
bemos que no es sélo la agricultu-
ra la responsable de resolver las
condiciones esenciales para aten-
der ese desafio, en el sentido de
que las decisiones importantes co-
rresponden a actores que normal-
mente se ubican en sectores ad-
ministrativos y de politica distintos
del rubro agricola.

En la actualidad, parece asunto
asumido que en el planeta hay ca-
pacidad de recursos fisicos y hu-
manos para alimentar a toda su
poblacién, ahora y dentro de vein-
ticinco afos. No obstante, 800
millones de seres humanos no tie-
nen acceso a los alimentos bdsi-
cos que necesitan, a causa de que
carecen de ingresos suficientes

.
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para obtenerlos. Una buena can-
tidad de millones de personas,
centenares de millones de nifos,
nacen condenados hoy a la des-
nutriciéon crénica y a sobrevivir,
acaso, en condiciones de penuria
e inseguridad alimentaria. Sin
cambios radicales en la distribu-
cién del ingreso, en la promocion
de las actividades agricolas
sostenibles, y en la generacién de
empleos no agricolas en las éreas
rurales, parece igualmente cierto
que dentro de dos décadas la ci-
fra de personas con riesgo de in-
seguridad alimentaria y afectadas
por desnutricién serd, al menos,
del mismo orden de magnitud que
la actual.

Las certidumbres, entonces, nos
vienen mds notoriamente del lado
de los desafios a superar; impli-
can esferas més amplias que la del
sector agricola y alimentario, su-
ponen determinaciones sociales
acerca de las condiciones y cali-
dad de vida en las dreas rurales, y
decisiones politicas que tienen que
ver con el rumbo y el destino de
las sociedades nacionales y de la
humanidad en su conjunto.

Observamos asimismo otros cam-
bios, y tendencias. El sefor repre-
sentante del Presidente Ejecutivo
del INIA acaba de llamar nuestra
atencién hacia una de ellas, rela-
tiva a la posibilidad de que los re-



sultados de ciencia bdsica adquie-
ran mds y mds un cardcter mer-
cantil, a partir de su patentamiento
y como parte de nuevas formas de
proteccién y reconocimiento de los
derechos de propiedad intelectual.
Tendencia sin duda ausente en
nuestros horizontes de hace trein-
fa afos atrds, en cuyo contexto era
imposible pensar en un futuro con
acceso restringido a los productos
de ciencia bdsica, en funcién de
la capacidad de adquisicidon de un
mercado de bienes y servicios. De
prosperar esa fendencia, y tenien-
do en mente que el componente
conocimiento es y serd crecien-
temente fundamental para el de-
sarrollo y la sostenibilidad de los
diversos sistemas de produccién
agricola, pecuaria, forestal y
pesquero, tendrdn que superarse
obstdculos adicionales. De mane-
ra especial, dificultades para las
producciones de los pequefos y
medianos productores rurales.

En esas y ofras condiciones y de-
safios, Chile se plantea, y no se-
guramente desde la nada, orde-
nar su esfuerzo en un horizonte de
medio plazo en materia de
biotecnologia agropecuaria y fo-
restal. Lo hace por razones prdc-
ticas inmediatas y también estra-
tégicas. Tenemos la impresién de
que se trata de un esfuerzo que
vale la pena de ser considerado
prioritario, por motivos econémi-

cas, sociales e incluso de cardcter
politico. Tenemos asimismo la im-
presién de que es un momento
oportuno para ese planteamiento.

Los éxitos de los ¢ltimos afos en
cuanto a incorporacién de tecno-
logia y a modernizaciéon de los sis-
temas productivos en el sector agri-
cola y forestal han sido notables.
El desafio estratégico reside en
mantener la competitividad de los
productos nacionales en mercados
domésticos e infernacionales, a
cuyo abastecimiento concurrirdn
mds productores de un mayor no-
mero de pafses. La biotecnologia
puede hoy y podrd seguramente
mafana, ofrecer alternativas via-
bles para alcanzar niveles superio-
res de competitividad en condicio-

_nes crecientemente exigentes. Es,
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asimismo, comprensible que la
oferta o la disponibilidad en
biotecnologia se asocie cada dia
de manera mds notable con la
atraccién de inversiones hacia las
dreas de produccidén agropecuaria
y forestal.

Por ofra parte, la sostenibilidad de
las producciones nacionales, con-
siderada en relacién con la segu-
ridad y lo regeneracién de la base
de recursos disponibles, podria
verse favorecida en buena medi-
da por resultados razonablemen-
te esperables de un esfuerzo apro-
piado, en orientacidn, en duracién



y en recursos disponibles, de
biotecnologia.

En poco tiempo mds, Chile estard
experimentando nuevas posibilida-
des y desafios al completarse las
gestiones para su incorporacién a
zonas de unién aduanera y de li-
bre comercio de nivel subregional
y regional. En esos nuevos con-
textos, la produccién y el comer-
cio evolucionan en términos de las
ventajas comparativas y en rela-
cién con las capacidades naciona-
les para aumentar constantemen-
te las ventajas competitivas,
diversificando el uso de los recur-
sos. Con frecuencia, se estable-
cen plazos de alrededor de una
década para acceder a una situa-
cién de arancel cero para muchas
de las producciones agricolas.

En el transcurso de esos plazos,
que no son mayores de diez o
quince ciclos de un cultivo de se-
cano, deben realizarse las inver-
siones, las transformaciones tecno-
l6gicas y el cambio en los patro-
nes de cultivo y uso del suelo, las
aguas y la cubierta vegetal, de lo
que depende en gran parte la
sobrevivencia de actividades eco-
némicas en las dreas rurales que
han sido tradicionales y deben con-
vertirse en competitivas a nivel in-
ternacional. Del mismo modo, los

arreglos de libre comercio interna-
" cional suelen acompaniarse de
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medidas vinculantes en aspectos
ambientales, de preservacién de
los recursos naturales. Y, asimis-
mo, suelen incluir -como en el caso
de los Acuerdos de la Ronda Uru-
guay del GATT- formas internacio-
nalmente aceptables de esti-
mulacién, inversién y transferen-
cia de recursos de fomento hacia
las Greas y sistemas de produccién
agricola.

Como resultado de los cambios en
los patrones de comercio interna-
cional, nuevas formas de protec-
cién no arancelarias adquieren
mayor importancia. De manera
qgue es a nuestro juicio muy opor-
tuno que las instituciones pUblicas
y privadas chilenas hayan decidi-
do coincidir y establecer un terri-
torio de esfuerzos compartidos en
torno al desarrollo indispensable
de las opciones biotecnolégicas,
que el pais y sus productores re-
quieren ahora y requerirdn en el
futuro de medio plazo. Se tratq,
en el fondo, de que cuando sean
necesarias, las alternativas esten
efectivamente disponibles y su ac-
ceso no se vea limitado por el ori-
gen de su desarrollo, o de su cos-
to de importacién, o de complejos
y delicados procesos de adapta-
cién a realidades diferentes de las
que motivaron su aparicién inicial.

Permitannos ustedes unas breves
consideraciones acerca del marco



institucional para el esfuerzo futu-
ro en materia de biotecnologia
agropecuaria y forestal. Es obvio
que debe encontrarse el conjunto
de arreglos necesarios para arti-
cular sinérgicamente complemen-
tariedades, funciones normativas
(de creciente importancia en esta
materia) e iniciativas de desarro-
llos tecnolégicos vinculadas a las
expectativas y sefales de los mer-
cados nacionales e internaciona-
les.

Quizds resulte conveniente pre-
guntarse primero por la materia y
después por la institucionalidad
publica y privada que la va a ha-
cer posible. Seria tal vez incorrec-
to definir a priori la institucio-
nalidad pdblica y privada para lue-
go derivar la materia sobre la cual
versard el Programa Nacional de
Biotecnologia Agropecuaria y Fo-
restal. Una vez ordenados los te-
mas principales, sustantivos, esta-
blecidas las prioridades y los re-
sultados esperables a corto y me-
dio plazo, seria posible encontrar
el marco institucional flexible y efi-
ciente que el Programa requiera.
El arreglo institucional debe per-
mitir la evolucién de esfuerzos na-
cionales articulados en relacién
con una politica publica para la
biotecnologia agropecuaria y fo-
restal que involucre a los sectores
gubernamental, privado, acadé-
mico, de investigacién y transfe-
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rencia, a los productores, a sus or-
ganizaciones y empresas, en su di-
sefio, ejecucién, monitoreo y eva-
luacién.

Seria preciso, asimismo, ampliar
el acceso a la tecnologia moder-
na a un mayor ndmero de produc-
tores rurales, es decir, alcanzar una
modernizacién ampliada y mdés
justa desde el punto de vista social
con aportes de la biotecnologia.
Se trataria de evitar que los bene-
ficios de la innovacién cientifica y
tecnoldgica se concentren en un
sector, en un grupo de sistemas
productivos o de empresas o en
tipos de productores. La situaciéon
actual permite esperar que la cien-
cia y la tecnologia favorezcan la
modernizacién de los sistemas de
produccién pequefios, cuyos usua-
rios con frecuencia usan su propia
l6gica y estructuras decisionales, y
tienen derecho a buscar su conti-
nuidad una mayor competitividad
y rentabilidad. Los pequenos pro-
ductores, por otro lado, tienen
mucho que ver con las posibilida-
des de preservacién de la base de
recursos naturales de un pais, es-
pecialmente de parte de los recur-
sos genéticos de los cuales va a
depender en el futuro la humani-
dad para sus necesidades de de-
sarrollo en general y de la
biotecnologia en particular.

La Conferencia que hoy se inicia .



deberia examinar el importante
asunto de dénde posicionar el es-
fuerzo nacional en materia de
biotecnologia. 2Cudles son las li-
neas de investigacién prioritarias,
cudles las dreas de desarrollo
profesional y de reforzamiento de
la capacidad institucional, pdblica
y privada? 2Por qué son ésas las
prioridades y no otras, en un am-
biente de creciente comple-
mentariedad y competencia inter-
nacionales?¢ En este aspecto, las
opciones deberian incluir refuer-
zos a la capacidad nacional de ge-
neracién, de adaptacién y/o de
adopcién de conocimientos en fun-
cién de las necesidades previsibles
en lo inferno, y tener en cuenta,
igualmente, la posibilidad de oferta
de conocimientos, tecnologias y
servicios afines hacia el exterior.

Nuestra Organizacion desea y
aguarda los mejores resultados de
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este ejercicio para la formulacién
del Programa Nacional de
Biotecnologia Agropecuaria y Fo-
restal. Entre otros aspectos impor-
tantes, esperamos que la experien-
cia de Chile pueda enriquecer las
posibilidades de la FAO para aten-
der necesidades similares de otros
paises en desarrollo, particular-
mente en América Latina y el Ca-
ribe, en materia de elaboracién y
revisién de las politicas naciona-
les en biotecnologia agropecuaria
y forestal. En la region existen mu-
chas expectativas, que seguramen-
te dardn paso a ejercicios nacio-
nales y subregionales de seleccion
de alternativas de politica, asi
como posteriormente, de mecanis-
mos apropiados de cooperacién
entre paises en desarrollo.

iMuchas gracias!



DISCURSO PRONUNCIADO POR EL SR. SIGISFREDO
SCHEUERMANN,
SECRETARIO REGIONAL MINISTERIAL DE AGRICULTURA
DE LA Vil REGION

El sefor Ministro de Agricultura,
quien se encuentra fuera del pais,
me ha encargado entregarles a
todos ustedes un saludo de bien-
venida a esta Conferencia de
Planificacién del Programa Nacio-
nal de Biotecnologia Agropecuaria
y Forestal. Al mismo tiempo, dar-
les a conocer que por razones del
cargo y de las obligaciones que le
corresponden, lamenta no estar
presente en este dia de inaugura-
cién de la Conferencia.

No cabe duda que los oradores
que me antecedieron abordaron
con mucha propiedad el tema cen-
tral que preocupa a todos los par-
ticipantes en esta Conferencia, por
lo que me limitaré solamente a
expresar algunas ideas en torno a
él. La biotecnologia, por ser de
importancia crucial para el futuro
de nuestros pueblos, ha sido ma-
teria de preocupacién del Ministe-
rio de Agricultura del Gobierno de
Chile, y ha sido incluido como ma-
teria especial dentro de lo que fue-
ron los 48 medidas anunciadas por
el Gobierno en marzo pasado,
destinadas a promover la transfor-
macién definitiva de la agricultu-
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ra, para hacerla mds competitiva
dentro de los mercados en los
proximos afos.

En primer lugar nos preocupa, y
es necesario tener presente, que
la generacién y el dominio de las
biotecnologias asi como de otras
nuevas tecnologias (del grupo de
energia nuclear, de informdtica, la
microelectrénica, los nuevos ma-
teriales), tienen, sin duda, una alta
incidencia y significacién econémi-
ca y ambiental. Estas tecnologias
contribuyen a disminuir, o a elimi-
nar, en muchos casos, la impor-
tancia que han tenido hasta aho-
ra los recursos naturales y el clima
que, por general, conforman lo
que nosotros hemos denominado
o se hace llamar las ventajas com-
parativas de los paises. Esta situa-
cién tiene una vital importancia
para los procesos productivos que
enfrenta el sector silvoagrope-
cuario, puesto que los paises de-
sarrollados estén "adquiriendo es-
tas ventajas" a partir del dominio
de estas tecnologias. Esta nueva
condiciéon afectario a muchos de
los productos tradicionales que
constituyen la base alimentaria de



muchas naciones pobres y en vias
de desarrollo.

De manera que lo que aqui se va
a tratar en el plano cientifico, tie-
ne que ser colocado dentro de un
contexto de andlisis que resguar-
de, como decia el sefor represen-
tante de la FAO, el derecho de los
agricultores mds pequefios de po-
der tener acceso a estos instrumen-
tos, que son poderosisimos en el
proceso de produccién competiti-
va.

Creemos que es justo preguntarse
si con el uso de las biotecnologias
y ofras tecnologias nuevas, no ocu-
rrird lo mismo que pasé con la lla-
mada Revolucién Verde de los
anos '50. Todos ustedes saben que
el impacto de esas tecnologias en
los paises del mundo fueron bas-
tante diferentes. En aquellos pai-
ses donde existian sistemas agri-
colas homogéneos, el impacto
pudo ser observado por casi toda
la poblacién productora. Sin em-
bargo, en paises que tenian una
estructura agraria en ese entonces
bastante heterogénea, como la
que existe hoy dia en muchos pai-
ses, incluyendo al nuestro, el im-
pacto que tuvieron esas tecnolo-
gios, fue en cierta medida, un paso
para ir agrandando las diferencias
en la capacidad de producir y de
competir de los productores mads
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pequefnos. Deseamos poder tener
presente esta reflexiéon en el dise-
fio de un plan de biotecnologia
que, sin duda, serd la base para
que el pais pueda cimentar una es-
tructura productiva con mayor ca-
pacidad de competitividad.

Nosotros nos alegramos que esta
inauguracién ocurra precisamen-
te en este dia, en que FAO celebra
el 'Dia de la Alimentacién Mun-
dial", y los 50 afos de existencia.
Yo debo agradecer, en nombre del
Ministerio, las afectuosas palabras
y referencias hacia nuestro pafs
que ha tenido el sefior represen-
tante de FAO. Esperamos seguir
respondiendo de la misma mane-
ra, puesto que es necesaria la co-
laboracién de todos los pafses que
integran la tarea conjunta de FAQO.

No quiero extenderme mds, sélo
desear a los participantes, a los
cientificos nacionales e internacio-
nales y a nuestras visitas, en el
nombre del Ministerio de Agricul-
tura y también en nombre del Go-
bierno Regional de esta Regién del
Bio Bio, que estos tres dias sean
muy fructiferos. Esperamos que al
final de esta jornada puedan en-
tregarnos un esbozo de lo que serd
el Programa de Biotecnologia. El
sefior Ministro ha comprometido
para el dia 20 la presencia de to-
das las autoridades del Ministerio,



asi como también del sector pri-
vado, para escuchar las conclusio-
nes que ustedes nos den a cono-
cer.
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Entonces, en nombre del Ministro
de Agricultura y del Ministerio de
Agricultura, doy por inaugurada
esta Conferencia.

iMuchas gracias!



SESION PLENARIA I:

USO DE LA BIOTECNOLOGIA EN LA PRODUCCION
PECUARIA
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ESTADO DE LA BIOTECNOLOGIA PECUARIA EN CHILE

José Francisco Cox
Universidad de Concepcién

Chillan, Chile

Introduccién

La integracién del pais a merca-
dos infernacionales ha impuesto
como desafio la urgente adecua-
cion del aparato productivo y
cientifico-tecnolégico a las condi-
ciones de intercambio que se es-
tablecerdn. En ese contexto, los
sistemas pecuarios probablemen-
te experimentardn un significativo
estrés productivo que, segun los
andlisis existentes, demandaré re-
estructuraciones mds o menos pro-
fundas, de manera de permitir un
aumento de la competitividad en
subsectores amenazados y un for-
talecimiento del potencial produc-
tivo en aquellos que poseen ven-
tajos comparativas naturales. De
ocuerdo al Ministerio de Agricul-
tura, el aparato cientifico-tecnol6-
gico del pais deberia contribuir
activamente en el suministro de
soluciones tecnolégicas que permi-
tan la consolidacién de una pro-
duccién animal eficiente y renta-

ble.
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Existe consenso a nivel internacio-
nal de que la biotecnologia pro-
duciré transformaciones profundas
en los sistemas productivos a tra-
vés de la modificacién de las ba-
ses mismas en funciones producti-
vas. En el dmbito pecuario esta
realidad ha sido reconocida a ni-
vel local, lo que se ha traducido
en la preparacién de diferentes
laboratorios, bdsicamente a nivel
de las universidades, para estable-
cer una infraestructura de perso-
nal y equipos que permita asumir
estos desafios, pero de manera
aislada, con recursos extremada-
mente limitados y sin asumir la si-
tuacién pafs (Cuadro 1 y 2). El
Programa Nacional de Biotec-
nologia tiene la gran posibilidad
de agrupar a los investigadores en
torno a temdticas comunes, de re-
levancia nacional y dentro de un
contexto productivo establecido por
el gobierno y el sector privado, lo
cual facilitaré la utilizacién produc-
tiva del conocimiento.



Para focalizar el problema resulta
apropiado definir qué se entiende
por biotecnologia pecuaria. De
acverdo a la propuesta original del
equipo coordinador que estd
estructurando el Programa, se la
definié como la utilizacién de or-
ganismos vivos para hacer o mo-
dificar productos a fin de mejorar
plantas y animales o desarrollar
MiCroorganismos para usos espe-
cificos. AOn cuando esta definicién
deberd ser perfeccionada en el tra-
bajo de las comisiones para aco-
ger las posibilidades tecnolégicas
de manipular la salud, bienestar y
potencial biolégico de produccion
de los animales, parece existir con-
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senso en que el lanzamiento del
Programa estd dirigido a dar una
proyeccién productiva a la tecno-
logia de ADN recombinante y a la
manipulaciéon genética de micro-
organismos, gametos, embriones
e individuos.

El avance nacional hacia la utili-
zacion prdctica de la tecnologia del
ADN y de la manipulacién del flu-
jo de genes, presupone el desa-
rrollo equilibrado de las numero-
sas técnicas que permiten que la
manipulacién del ADN sea expre-
sada en una funcién productiva,
muchas de las cuales tienen un im-
pacto productivo per se.
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Tal cual se describird posteriormen-
te, la biotecnologia puede influir
sobre la produccién animal a tra-
vés de muy diversas dreas que,
como ejemplo, pueden pasar por
la utilizacién de alimentos mani-
pulados genéticamente para au-
mentar el aporte especifico de
nutrientes, la colonizacién del
tracto digestivo por microorga-
nismos nuevos que permitan una
mejor utilizacién de forrajes de
baja digestibilidad, lo utilizacién de
anticuerpos para modificar vias
metabdlicas de interés, y el uso de
técnicas moleculares para perfec-
cionar los sistemas de diagnéstico
de enfermedades y la calidad de
las vacunas para programas de
medicina preventiva. También es-
tan las dreas de utilizacion de es-
tas técnicas para la identificacién
de genes y para la induccién de
mutaciones con interés econdmi-
co, y para incorporar marcadores
bioquimicos que permitan mejorar
la eficiencia de los procesos selec-
tivos. Es decir, influir en cada una
de las etapas que constituyen el
ciclo productivo.

En este sentido, los investigadores
que representaron a una parte sig-
nificativa del aparato cientifico—tec-
nolégico activo en el drea de la
produccién animal (ganaderia,
avicultura y piscicultura) existente
en el pais, contribuyeron a descri-
bir la actividad del drea vy, repre-
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sentantes de los mismos centros,
acordaron en consenso un nUme-
ro de prioridades basadas en el
contexto econdmico, productivo y
social y, en la infraestructura y re-
cursos disponibles.

Il. Laboratorios y lineas de in-
vestigacién activos

De acuerdo a la informacién dis-
ponible, se puede apreciar en los
Cuadro 1y 2, que el nivel de de-
sarrollo es en general escaso y en
ciertas dreas como genética y nu-
tricién casi inexistente. Aun cuan-
do la informacién disponible de-
muestra que hay un nimero de
investigadores que publican acti-
vamente en revistas cientificas de
circulacién internacional, es evi-
dente que el soporte en recursos
de personal, equipos y finan-
ciamiento es extremadamente li-
mitado, como también lo es la
vinculacién de la investigocién con
el sector productivo.

Las fuentes de financiamiento de
la investigacién en el drea derivan
bdsicamente del programa
FONDECYT, en bastante menor
proporcién del programa FONDEF
y con frecuencia, de fondos
institucionales concursables de
apoyo a la investigacién. Estos Ul-
timos, generalmente de monto
muy restringido (Cuadros 3 al 7).



Cuadro 3. Proyectos en ejecucién en biotecnologia pecuaria del INTA, Uni-
versidad de Chile, de acuerdo a sus dreas temdticas.
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Fuente: Informacién de los fondos concursables y comunicacién personal con investiga-
dores responsables de los proyectos.

Cuadro 4. Proyectos en ejecucién en biotecnologia pecuaria de la Univer-
sidad de Chile, de acuerdo a sus dreas temdticas

Comparative study of fertilization in animals
| Estudio comparativo de la penefracién espermdtfica o
través de las cubiertas cocitarias
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| diagnéstico de enfermedades en vertebrados

B
.

T : : BT
- Diarrea viral bovina _ 26850

s

MCrobsoieglufsizﬁ Dinamica de la fransmicion de ECEH en nifos con SHU y

e

& et - contactos. Caracterizacién genélica molecular decepas | :
= ’; aisladas de pacientes, contacios y reservorios animales. - :
e

TOAL -

e

Fuente: Informacién de los fondos concursables y comunicacién personal con investiga-
dores responsables de los proyectos.
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Cuadro 5. Proyectos en ejecucién en biotecnologia pecuaria de la Univer-
sidad de Concepcién, de acuerdo a sus dreas temdticas

Reiecmn enfre la capqca ad fecundante invitro de
espermios capnnos y su potenclol reproduciivo

|in vivo.

Fuente: Informacién de los fondos concursables y comunicacién personal con investi-
gadores responsables de los proyectos.

Cuadro 6. Proyectos en ejecucién en biotecnologia pecuaria de la Univer-
sidad de la Frontera, de acuerdo a sus dreas temdticas

) EVG|U006H dela capacudad ‘fecundanfe in vitro de
‘espermatozoides de 1ores* : :

Fuente: Informacién de los fondos concursables y comunicacién personal con investiga-
dores responsables de los proyectos.
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Cuadro 7.

Proyectos en ejecucién en biotecnologia pecuaria de la Univer-
sidad Austral de Chile, de acuerdo a sus d@reas temdaticas

e

Tom o0 DR .

dores responsables de los proyectos.

lll. Programas de postgrado es-
pecificos

En la actualidad no existen progra-
mas de doctorados especificos
para el drea pecuaria. Los pro-
gramas disponibles son ofrecidos
por las Universidades de Chile,
Catdlica de Santiago, de Concep-
cién y Austral de Chile (Cuadro 8)
en un contexto desvinculado de la
problemdtica pecuaria. Esta pue-
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Fuente: Informacién de los fondos concursables y comunicacién personal con investiga-

de ser una de las razones por
la cual existe un escaso ndmero
de investigadores activos en
esta drea formados en universida-
des nacionales.

IV. Prioridades reconocidas.

Se entiende que los problemas tec-
nolégicos del drea podrén ser asu-
midos fortaleciendo el sistema
cientifico-tecnolégico y la vincula-



cién con el sistema productivo del
pais. Por lo mismo, las priorida-
des que se exponen a continua-
cién como tecnolégicas y comple-
mentarias son interdependientes y
deberian ser asumidas en forma
paralela.

Tecnolégicas.

Area de Reproduccién Animal. Se
deberia consolidar y desarrollar la
capacidad cientifico-tecnolégica
disponible en lo siguiente:

Lo produccién y conservacién de
semen y embriones en especies de
intferés econémico, como herra-
mienta de apoyo a la optimizacién
de la eficiencia productiva de la
ganaderia.

El establecimiento de la tecnolo-
gia in vitro de embriones para uti-
lizar sus potencialidades en el di-
sefo de estrategias que aumenten
la competitividad de la ganaderia
bovina, ovina y caprina.

La incorporacién de la tecnologia
de la micromanipulacién de
gametos y embriones, para utili-
zarla en estrategias de manipula-
cién del progreso genético para
caracteres de importancia econé-
mica en rumiantes (p.e. clonaje,
microinyeccion).

La incorporacién de técnicas
inmunolégicas y moleculares para
la manipulacién de la fertilidad y
del potencial reproductivo de re-

43

bafo en rumiantes, como estrate-
gia para aumentar la eficiencia
productiva (p.e. manipulacién del
eje gonadotréfico).

La incorporacién de técnicas de
diagnéstico como apoyo al mane-
jo reproductivo en animales de
produccién.

Genética Animal.

El desarrollo de técnicas de identi-
ficacién de genes deletéreos.

El desarrollo de técnicas de identi-
ficacién de marcadores molecu-
lares para el apoyo en esquemas
de seleccién.

La utilizacién del mapeo genético
en especies autdctonas para la
identificacién de genes de interés,
por medio de sondas desarrolla-
das para otras especies en el pais
y en el exterior.

El establecimiento de un progra-
ma de animales transgénicos para
caracteres de interés.

Salud Animal.

La generacién de productos y mé-
todos para el diagnéstico de en-
fermedades virales, bacterianas,
parasitarias, micdticas y otras, ta-
les como anticuerpos mono y
policlonales, generacién de anti-
genos celulares o fracciones
antigénicas naturales o recom-
binantes.



El desarrollo de vacunas naturales
(celulares, fracciones), recom-
binantes y sintéticas para progra-
mas de profilaxis.

El desarrollo de inmunomodula-
dores con fines profildcticos y te-
rapéuticos.

Nutricién Animal.
La deteccién de compuestos téxi-

cos en insumos utilizados en nutri-
cién animal.

El desarrollo de agentes homeo-
rréticos y ofros con el fin de mani-
pular la particién de nutrientes
hacia funciones animales de inte-
rés econémico.

La identificacién y/o modificacién
de la microflora ruminal e intesti-
nal para el aumento en la eficien-
cia de la utilizacién de nutrientes.
La identificacién de agentes nutri-
cionales moduladores de la expre-
sién génica.

Cuadro 8. Disciplina y ndmero de alumnos de los programas de doctora-

do disponibles en el pais.
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N° de Alumnos

Disciplina
| Actual Potencial

o

o

e 3 g
e ;
nE i 9,
: 24 3
. : e

o
0
e
L

" —
e

o T 5
e

.
i
o A

S




La identificacién y desarrollo de
neofluentes de alimentacién ani-
mal, a partir de la transformacién
biolégica in vitro de insumos por
medio de microorganismos.

De apoyo al programa cientifico-
tecnolégico.

Entrenamiento especializado de los
recursos humanos disponibles y
formacién de nuevos cuadros.
Fortalecimiento de los progromas
de postgrado en el drea.
Establecimiento de mecanismos de
vinculacién entre los centros de in-
vestigaciéon y desarrollo tecnolégi-
co y el aparato productivo.
Programa de inversiéon en
equipamiento dirigido especifica-
mente al desarrollo de soluciones
tecnolégicas para el sector pecua-
rio.

Fomento de actividades de infor-
macién e intercambio entre los di-
ferentes laboratorios nacionales,
de manera de establecer una masa
critica que permita consolidar el
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programa biotecnolégico en el
drea

Fomento de la carrera de investi-
gacién en el drea.

Fomentar actividades de intercam-
bio con el exterior, para facilitar la
insercién de los aparatos cientifi-
co-tecnoldgico y productivo en el
contexto internacional, en la bus-
queda de soluciones productivas
para la ganaderia.
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EL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES EN LA PRODUCCION
AGRICOLA

Juan Velozo

Pontificia Universidad Catélica de Chile

Santiago, Chile

Introduccién

En términos generales el cultivo de
tejidos in vitro comprende, en su
amplia acepcidén, un grupo hete-
rogéneo de técnicas mediante las
cuales un explante, es decir, una
parte separada de una planta, 6r-
gano, tejido, célula o protoplasto,
se cultiva asépticamente en un me-
dio de composicién quimica defi-
nida y se incuba en condiciones
ambientales controladas (Mro-
ginski y Roca, 1991).

Los objetivos de las técnicas de cul-

tivo in vitro son variados depen-

diendo de las aplicaciones que
ellas tienen. Desde el punto de
vista de la ciencia bésica, se pue-
den realizar estudios de fisiologia,
bioguimica, genética, biologia ce-
lular y molecular. En términos de
sus aplicaciones prdcticas, el culti-
vo de tejidos puede ser utilizado
para obtener: (1) compuestos
bioactivos, como fenoles, alca-
loides, terpenos u otros; (2) varie-
dades nuevas, mediante la induc-
cién de mutaciones, fusién de
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protoplastos, y plantas transgé-
nicas mediante el uso de Agro-
bacterium; (3) plantas libres de
fitopatégenos; (4) la propagaciéon
de plantas; y (5) la conservacion
de germoplasma.

Las investigaciones sobre cultivo de
tejidos vegetales in vitro han esta-
do centradas principalmente en la
micropropagacién. Ello se debe a
una caracteristica propia de los
vegetales que es la totipo-
tencialidad celular, es decir, la ca-
pacidad que tiene una célula de
regenerar un individuo completo
(un clon), conservando toda o casi
lo totalidad de la identidad
genética de la planta madre. In
vitro, se ha demostrado que la
totipotencialidad celular estd bajo
el control hormonal y que ésta se
expresa cuando existe un balance
particular entre reguladores del
crecimiento del tipo auxinas y
citokininas. Bajo estos supuestos,
ol aplicar dosis hormonales en
combinaciones especificas se pue-
den lograr respuestas orga-
nogénicas que conlleven a la re-



generacién de plantas.

Distintos tipos de cultivos in vitro
pueden ser realizados con la fina-
lidad de micropropagar plantas:
(1) cultivo de meristemas; yemas
apicales o axilares son inducidas
para producir su brotacién y pos-
terior multiplicacién; (2) orga-
nogenésis directa, que compren-
de el desarrollo de érganos adven-
ticios, en tejidos de tallo o raices;
(3) organogénesis indirecta, con el
desarrollo de masas de tejido in-
diferenciado denominado callo,
sobre el cual aparecen los érga-
nos; (4) embriogénesis somdtica,
que es la potencialidad que tienen
las células en tejidos organizados
o suspensiones celulares de origi-
nar un embrién no zigdtico; (5)
microinjerto; y (6) cultivo de em-
briones.

En la actualidad ta micropropaga-
cidn se practica con éxito en un
nimero considerable de especies
horticolas, ornamentales, frutales
y forestales. En algunas, esta me-
todologia ha demostrado ser mds
ventajosa en comparacién a los
sistemas convencionales, debido al
incremento del nOmero de plan-
tas obtenidas por genotipo a pro-
pagar, la reduccién del tiempo de
multiplicacién, la posibilidad de
propagar grondes cantidades de
plantas en un espacio reducido, y
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mayor control sobre el estado
fitosanitario de las plantas y la
posibilidad de regenerar rapida-
mente material escaso.

La finalidad de este trabajo es mos-
trar el estado actual de los estu-.
dios sobre el cultivo de tejidos en
Chile, las especies que son de in-
terés, y los tipos de estudios reali-
zados en los Gltimos 5 afos.

Il. Metodologia.

Para la realizacién de este trabajo
se hizo una revisién de todos los
trabajos sobre cultivo de tejidos
presentados en las reuniones
anuales de la Sociedad de Biolo-
gia de Chile entre 1990 y 1994,
los congresos de biotecnologia
organizados por CONICYT (1991
y 1993), el Segundo Taller Silvicola
Eucalyptus-Bosque Nativo, organi-
zado por Fundacién Chile y Gru-
po Silvicola (Concepcién 1992) y
las VIl y IX reuniones de la Socie-
dad de Botdnica de Chile. Tam-
bién se contd con el catastro de
laboratorios de Biotecnologia Ve-
getal, presentado en el documen-
to "Antecedentes y directrices para
el Programa Nacional de Biotec-
nologia Agropecuaria y Forestal"
(INIA, 1995). Paralelamente, se
muestra la experiencia en el desa-
rrollo de la investigacion sobre
cultivo de tejidos en un centro de



investigacién universitario, como es
el caso de nuestro laboratorio.

lIl. Temdticas abordadas median-
te el cultivo de tejidos in vitro, en
un centro de educacién superior.

En Chile existe un importante gru-
po de laboratorios dedicados al
cultivo de tejidos in vitro. La ma-
yor parte de ellos estdn dedicados
a la investigacién pues se encuen-
tran ubicados en entidades univer-
sitarias e integrados a facultades
de ciencias. Existen muchos ejem-
plos sobre el esfuerzo de los gru-
pos de investigacién universitarios
en el desarrollo de metodologias
para la regeneracién de especies
vegetales. En nuestro laboratorio
se han estudiado respuestas
organogénicas y la micropropaga-
cién de diferentes especies, como
el rauli (Nothofagus alpina), una
especie arbérea con una gran ap-
titud forestal donde, se logré el de-
sarrollo de brotes adventicios en
secciones de ldmina foliar. Ade-
mds, se obtuvo la brotacién de
yemas laterales, su multiplicacién
y el arraigamiento de las mismas.
Estas respuestas morfogénicas po-
drian ser utilizadas para la
micropropagacién de esta especie
en programas integrados de me-
joramiento genético (Jorddn,
Velozo y Sabja, 1995).

Otra linea de investigacién desa-
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rrollada por nuestro grupo es la in-
duccién de embriogénesis
somdtica en papaya (Carica pubes-
cens). En suspensiones celulares
obtenidas a partir de callos, célu-
las somdticas dan origen a estruc-
turas bipolares que van a consti-
tuirse en un embrién maduro. Este
tipo de proceso se puede conside-
rar la expresiéon mdaxima de la
totipotencialidad celulary a su vez
como técnica de propagacién
(Jorddn y Velozo, 1995). La sus-
pensién embriogénica puede ser
multiplicada en forma indefinida o
manejada para lograr la madura-
cién de los embriones. El nOmero
y cantidad de embriones que se
puede llegar a producir es ilimita-
do bajo las condiciones de cultivo
establecidas. Los embriones ma-
duros, a su vez, podrian ser
encapsulados y utilizados como se-
millas.

En la interaccion con la empresa
privada, nuestro laboratorio ha de-
sarrollado varios convenios de in-
vestigaciéon para estudios de
micropropagaciéon, orientados a la
transferencia tecnoldgica. EnPinus
radiata, mediante el cultivoin vifro
se posibilita propagar germoplas-
ma seleccionado proveniente de
cruzamientos dirigidos. Mediante
el cultivo de fasciculos se ha lo-
grado inducir el desarrollo de rai-
ces adventicias y en forma poste-



rior se ha obtenido de la brotacién
de las yemas.

Oftra aplicacién que tienen las téc-
nicas de micropropagacion es la
de salvaguardar la biodiversidad,
al poder multiplicar el germoplos-
ma de especies que tienen proble-
mas de conservacién. Este es el
caso del toromiro (Sophora
foromiro), una especie en peligro
de extincién. De acuerdo a nues-
tros estudios, es posible inducir la
brotacién de segmentos polino-
dales y el desarrollo de brotes ad-
venticios en secciones nodales, en
explantes obtenidos desde
plantulas (fturriaga et al, 1994).
Estos resultados harfan factible el
uso del cultivo de tejidos para
multiplicar répidamente el escaso
germoplasma existente de esta es-
pecie.

V. Lineas de investigacién desa-
rrolladas los Oltimos 5 afos en

Chile.

La historia del cultivo de tejidos ve-
getales en Chile es de mdas de dos
décadas. Para obtener una pano-
radmica actual de su estado de de-
sarrollo nos referiremos a la histo-
ria reciente, entre 1990 y 1994,
En nuestro pais existe un ndmero
importante de laboratorios que
estdn dedicados a esta actividad.
Durante los Gltimos cinco afos es-
tos han generado un conjunto sig-
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nificativo de trabajos en esta dreq,
los cuales han sido presentados en
sociedades cientificas y congresos
de biotecnologia.

El listado de especies que son ob-
jeto de estudio en cultivo de teji-
dos y los tipos de trabajos que se
han realizado, se presentan en el
Cuadro 1. De los 32 especies mos-
tradas en el Cuadro 1, el 75% son
infroducidas. En total, se han pre-
sentado 71 trabajos. El grupo de
especies es bastante heterogéneo:
frutales, forestales, hortalizas y or-
namentales. Las especies con el
mayor ndmero de trabajos presen-
tados corresponden a papa
(Solanum tuberosum) y Eucalyptus
globulus, con 9 trabajos cada uno.
En segundo lugar, [Gcuma (Pouteria
lucuma), papaya (Carica pubes-
cens), boldo (Peumus boldus), la-
vanda (Labandula angustifolia) y
ravli (Nothofagus alpina), con tres
o cuatro trabajos. Sobre el resto
de las especies existen solamente
uno o dos informes.

En relacién a los tipos de estudios
realizados, se encontré que mds
del 70% estan relacionados a in-
duccién de respuestas organogéni-
cas in vitro, o a técnicas de
micropropagacién. El grupo mds
importante de estudios se refiere
a organogenesis (41%), seguido de
micropropagacién (30%), fisiologia
bioquimica (20%), metabolitos se-



cundarios (8%), y conservacién de
germoplasma (1%). En relacién
al drea de fisiologia-bioquimica,
los aspectos estudiados mediante
la técnica de cultivo de tejidos se
refieren a fisiologia del estrés por
fitopatégenos, frio, salinidad e in-
duccién de enzimas de pared ce-
lular entre otros. En cuanto a la
produccién de metabolitos secun-
darios o compuestos bioactivos, se
ha estudiado la sintesis de terpenos
y produccién de boldina; ademds
del efecto de compuestos secun-
darios sobre el establecimiento de
cultivos in vitro.

El financiamiento de las investiga-
ciones procede tanto de fuentes ex-
tranjeras, como propias a las enti-
dades ejecutoras. Los aportes ex-
ternos representan mds del 50%.
Estos fondos, proceden de institu-
ciones como FONDECYT, AID,
PNUD, entre otras. Del total de
los trabajos FONDECYT financié
el 31%. En relacién al aporte de
la empresa privada, sélo un 5% de
los trabajos fueron realizados por
la Pontificia Universidad Catélica
gracias a convenios de investiga-
cién.

En el documento "Antecedentes y di-
rectrices para el Programa Nacio-
nal de Biotecnologia Agropecuaria

y Forestal" (INIA, 1995), se encuen-
tran registrados la mayoria de los
loboratorios dedicados al cultivo de
tejidos. En este trabajo, se indi-
can las principales lineas de inves-
figacién, las especies de interés y
las biotécnicas relevantes que se
desarrollan en cada laboratorio.
Al'igual que en la revisién de tra-
bajos (Cuadro 1), se muestra que
cerca del 77% de las especies es-
tudiadaos son introducidas. En re-
lacién a las dreas de interés, el
75% de los laboratorios estd abo-
cado a estudios de micropropaga-
cién, seguido por un 28% dedica-
dos ademds a estudiar metabolitos
secundarios, un 21% realizan tra-
bajos sobre organogénesis o estu-
dios relacionados a la conserva-
cién de germoplasma, y sélo un
7% de éstos se dedica a estudios
de fisiologia y biogquimica. Los re-
sultados contrastan, en parte, con
lo observado en los trabajos pre-
sentados en congresos. Ello pue-
de deberse, a que sdlo se incluyen
los laboratorios que tienen como
linea principal el desarrollo de
estudios de cultivo de tejido, mien-
tras que en la recopilacién ante-
rior, se da cuenta de todos los {ra-
bajos publicados que involucren el
uso de estas técnicas.
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Cuadro 1. Resumen de estudios sobre cultivo de tejidos in vitro presenta-
dos en Sociedades Cieniificas y Congresos de Biotecnologia
(1990 - 1994)

Allium sativum -
Medicago sativa 6
Vaccinium corymbosum 69
Carica pentagona 3
Beilschmedia bertenoana
Peumus boldus &7
Hordeum vulgaris -
Citrus sp. 6
Dianthus caryophillus 6
Brassica oleracea 7
Asparagus officinalis 69
Eucalyptus globulus 56910

3f

9

7

79

t 2

Pouteria lucuma 1,267
Avistotelia chilensis 5
Minthostachys andina 410
Persea americana 0. -
Solanumtuberosum 12,610
Carica pubescens ; 156
Crinodendron patogua 10
Solanum muricatum 3
Fabiana imbricata 3
Pinus radiata 59
Phaseolus vulgaris 7,10
Nothofagus alpina 289

(1):Sociedad de Bioclogia ,1990; (2): Sociedad de Biologia, 1991; (3): Sociedad de Biologia, 1992;
(4): Sociedad de Biologia, 1993; (5): Sociedad de Biologia, 1994; (6); Congreso de Biotecnologia,
CONICYT, 1991; (7): Congreso de Biotecnologia, CONICYT, 1993; (8): Segundo Congreso Silvicola,
Fundacién Chile, 1992; (9): Sociedad de Botanica, 1991; (10): Sociedad de Botdnica, 1994.

54



Al clasificar las especies estudia-
das de acuerdo a sus usos, se en-
contré que las frutales y forestales
son el principal objeto de estudio
(33% y 21%, respectivamente),
mientras que, hortalizas, cereales,
ornamentales y otras estdn poco
representadas. Las especies: Sola-
num tuberosum, Eucalyptus sp.,
Nothofagus alpina y Solanum
muricatun, son las de mayor inte-
rés con tres o cuatro grupos de in-
vestigacién, dedicados a estudios
de propagacién, fisiologia o con-
servacién de germoplasma.

En relacién o los laboratorios co-
merciales, la micropropagacién re-
presenta su principal drea de de-
sarrollo. Sélo uno de éstos estd de-
dicado ademds a la obtencién de
plantas libres de virus en
ardndano, y entre los cultivos que
se micropropagan los frutales son
el principal recurso (67%), segui-
do de especies ornamentales
(33%). Existe un par de laborato-
rios dedicados a hortalizas y fores-
tales, que llevan como promedio
alrededor de cinco afos de fun-
cionamiento. Entre los cultivos
micropropagados el ardndano es
la principal especie frutal (en tres
de los 9 laboratorios registrados).

Como se ha planteado, existen nu-
merosos laboratorios dedicados a
desarrollar estudios de cultivo de
tejidos in vitro en una variedad de
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especies vegetales, con interés
prioritariamente en propagacion.
Otros objetivos, como la produc-
cién de metabolitos secundarios,
la eliminacién de fitopatdgenos,
conservaciéon, o estudios de fisio-
logia y bioquimica, son dreas inci-
pientes de investigaciéon en nues-
tro pais. Las especies frutales y fo-
restales representan el principal
foco de interés en los laboratorio
de investigacion universitario,
mientras en los comerciales son
frutales y ornamentales. La ma-
yor parte de las especies estudia-
das corresponden a cultivos intro-
ducidos de interés comercial y las
nativas de interés, que parece no
haber una gran interaccién, lo son
debido a su estado de vulnerabili-
dad o a gque se encuentran en pe-
ligro de extincién.

El financiamiento de los estudios
proviene en mds de un 50% de
fuentes externas y en un 31% pro-
cede de FONDECYT. Parece no
haber demasiada interaccién con
la empresa privada, dado que sélo
un 8,6% de las investigaciones pro-
cede de convenios de investiga-
cién. Este bajo porcentaje puede
deberse ademds a la forma de
operar en estas investigaciones,
donde los resultados son general-
mente privados y no informados a
la comunidad cientifica. Otro as-
pecto que no puede ser dilucida-
do en este trabajo es si los estu-



dios de micropropagacién u otros
relacionados estdn integrados en
un programa de mejoramiento.
Esto es relevante para el éxito de
este tipo de investigaciones y su
puesta en prdctica. Asi también,
no puede ser abordada la pregun-
ta de si los estudios responden a
la demanda del sector productivo
o si ademds implican la obtencién
de algun valor agregado.

A la luz de los resultados, las te-
mdticas de investigaciéon parecen
subyacer a los intereses de los pro-
pios investigadores y en un pe-
queho nimero de casos represen-
ta una respuesta al interés del sec-
tor econdémico. Este Ultimo punto
tiene dos aspectos importantes a
considerar: primero, los laborato-
rios ubicados en centros de inves-
tigacién tienen como prioridad el
desarrollo de investigaciones que
sean un aporte al conocimiento
cientifico, focalizado desde sus
propias y originales perspectivas.
Esta tarea tiene un valor intrinseco
que ha sido reconocido por.enti-
dades que financian proyectos y
cuyos resultados se proyectan a la
comunidad en publicaciones de re-
vistas cientificas. En segundo lu-
gor, las temdticas abordadas es-
tdn encaminadas en forma priori-
taria a desarrollar sistemas de
micropropagacion, y esta actividad
es una biotécnica que tiene su
mayor importancio en el traspaso
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de tecnologia al sector producti-
vo. Desde esta perspectiva es ur-
gente lograr un vinculo permanen-
te, robusto y a la vez flexible entre
los intereses del sector productivo
con los centros de investigacién
universitarios. En estos, es donde
se concentra el mayor nimero de
laboratorios y de investigadores
(con estudios de postgrado), ade-
mdés cuentan con la infraestructu-
ra y capacidad para enfrentar los
desafios que implican interac-
ciones de tipo multidisciplinario en
forno a objetivos comunes.
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RELACION ENTRE LA INVESTIGACION, DOCENCIA Y EL
SECTOR PRIVADO EN EL AREA DEL CULTIVO DE TEJIDOS

Ruperto Hepp
Universidaod de Concepcién

Chillan, Chile

El presente trabajo pretende dar a
conocer la relacién que ha existi-
do entre la docencia, la investiga-
cién y el sector productivo en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos,
dependiente de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de
Concepcion, Campus Chillan.

El Laboratorio de Cultivo de Teji-
dos inicié sus actividades en el afo
1985, siendo su objetivo principal
la realizacién de investigacion en
cultivos hortofruticolas, que en ese
momento se presentaban como
una alternativa interesante de ex-
portacién, tales como ardndano,
cerezo, alcachofa y espérrago.

En la creacidon de este laboratorio
participaron financieramente la Di-
reccidn de Investigacion de la Uni-
versidad de Concepcién y la Fa-
cultad de Agronomia, sin embar-
go, administrativamente dependié
de la Direccién de Investigacion.
Esta asociacién persistié hasta el
afio 1987, en que pasé a depen-
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der exclusivamente de la Facultad
de Agronomia.

Durante este periodo se realizaron
diversos proyectos de investiga-
cién, algunos de los cuales se se-
Aalan en el Cuadro 1.

Desde el momento que el labora-
torio quedd adscrito a la Facultad
de Agronomia, se inicié un plan
de apertura para cumplir ademdés
ofras funciones como la de docen-
cia, permitiendo a alumnos de la
carrera de Agronomia realizar me-
morias de fitulo. En cuanto a la
extensién se inicié la importacién
de material cerfificado de aréan-
danos desde el estado de Oregon,
con el propdsito de reproducirlo y
satisfocer la demanda del sector
productivo por plantas de buena
calidad de este frutal menor.

El vinculo con el sector productivo
implicaba establecer un sistema ex-
pedito, 4gil y eficiente, ajeno a la
burocracia universitaria. Asi se



cred, en la Facultad de Agrono-
mia en el afio 1988, la. Empresa
Productora de Plantas PROPLANT,
con asiento en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos. Esta tuvo la
autonomia para realizar conve-
nios con el sector productivo, con-
tratacién de personal, multiplica-
cién de plantas , fijacién de pre-
cios de venta, etc. Esta situacién
se ha mantenido hasta el dia de
hoy.

Otros factores que condujeron a
la formacién de PROPLANT fueron
la falta de fondos para habilitar el
laboratorio, la necesidad de ocu-
par el tiempo muerto, la presién

Cuadro 1.

del sector productivo por plantas
de frutales (frutilla, ardndano) de
buena calidad, y la necesidad de
cumplir con convenios de produc-
cién de plantas contraido con em-
presas agricolas antes de la sepa-
racién de la Direccién de Investi-
gacién.

Los creadores y responsables del
proyecto, un fitopatélogo, un es-
pecialista en fruticultura y un
fitomejorador, se vieron en la ne-
cesidad de solicitar un préstamo
bancario para habilitar el proyec-
to de produccién de plantas, ac-
tuando la Universidad como aval
y aportando ademds con la infra-

Principales proyectos de investigacién realizados en el labora-

torio de cultive de tejidos. Periodo 1984-1986.

Fuente de

financiamiento

Propagacién in vitro de portainjertos frutales.1984.

Multiplicacién clonal de plantas vasculares y no vascu-
lares mediante cultivo de tejidos. 1985.

Micropropagacién, organogénésis y embriogénesis
somética en espdrrago y alcachofa. 1986.

Micropropagacién in vitro de portainjertos y varieda-
des de guindo dulce y agric.1985.

| Micropropagacién del aréndano y murtilla como po-
enciales recursos fruticolas de exportacién.1985.




estructura existente que no era usa-
da en un cien por ciento. A partir
de ese momento, el proyecto cum-
plié con los plazos establecidos
para devolver el préstamo, el que
fue cancelado en su totalidad al
cabo de dos afos. Actualmente
el proyecto cubre los gastos de
contratacién de mano de obra,
material fungible, importacién de
material vegetal, asistencia de los
participantes a congresos, incenti-
vos, realizacién de docencia y te-
sis de grado.

La creacién de PROPLANT ha per-
mitido :

(1) Vinculacion Universidad sector
productivo, bdsicamente a través
de.. venta de plantas de frutales
menores de alta calidad sani-
taria (20.000 plantas/ ano)
participaciéon en el programa
de certificacién de plantas de
frutilla (PROPLANT-SAG-em-
presa)

convenios de multiplicacién de
especies frutales, con material
proporcionado por empresas
agricolas {vid, frambuesa,
frutilla) y forestales (Glamo)
establecimiento de jardines de
variedades de arédndano en di-
ferentes zonas del pais (desde
Llay-Llay a Valdivia), y de
frutilla en la Octava Regién
convenios de asistencia técni-
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ca con empresas agricolas en
el establecimiento y manejo de
huertos de arandano.

(2) Participacién en proyectos de
investigacién financiados directa-
mente o en conjunto con otros or-
ganismos.

(3) El desarrollo de algunas de las
investigaciones sefialadas en el
Cuadro 2 fueron tema de tesis de
titulo para alumnos de la carrera
de Agronomia.

(4) La inclusién, a partir de 1990,
en el plan de estudios de la carre-
ra de Agronomia de las asignatu-
ras de mencién Introduccién a la
Biotecnologia e Introduccién a la
Virologia Vegetal, que hacen uso
de la infraestructura del laborato-
rio.

Numerosas empresas se han re-
lacionado de una u otra forma al
Laboratorio de Cultivo de Tejidos
a fravés de PROPLANT. Entre ellas
podemos citar: Hortifrut, Alifrut,
Cofranca, Agricola y Forestal Rio
Bueno, Agricola Llahuén, Berries
La Unién, Forestal Nancul, Korvan,
Agricola Pal-Pal, Forestal Casino,
Agrinova, Agricola Millahue y
Probosque, entre ofras.

En noviembre de 1991 un incen-
dio arrasé el Laboratorio de Culti-
vo de Tejidos, provocando la pér-
dida total del equipamiento, ins-
trumental, material diddctico, ma-
terial fungible y plantas in vitro:



(180.000 plantas de ardndano y
un ciento de plantas madres de
frutilla libres de virus).

La Universidad de Concepcién,
consciente de la importancia que
habia logrado alcanzar el Labora-
torio en el dmbito agricola, deci-
dié invertir en su reconstruccién.
En agosto de 1993 se inauguraba
el nuevo edificio, que cuenta con
una superficie de alrededor de 200
metros cuadrados. Este laborato-
rio cuenta con nuevas dependen-
cias, que han permitido desarro-
llar éreas como la de produccién
de anticuerpos monoclonales, gra-
cias a un proyecto FONDECYT
titulado "Deteccion por serologia
del agente causal de la marchitez
amarilla de la remolacha".
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En resumen, en los 10 anos de vida
del Laboratorio de Cultivo de Teji-
dos de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de Concepcién
se han podido conjugar en forma
armédnica las tres funciones univer-
sitarias:

e docencia
® investigacion
® extensidén

La relacién con el sector producti-
vo ha permitido el ingreso de re-
cursos importantes para seguir
implementando el laboratorio y sa-
tisfacer asf las demandas de inno-
vacién tecnolégica.



Cuadro 2. Principales proyectos de investigacién realizados desde 1988

Fuente de
financiamiento

De‘rermmc:cxon de IQs.wrus que cfedon ala Fruh
lla silvestre F ch:ioensas 1988. (Seiecmon de_ -
_c!ones +oleram‘es a virt S" y propcgacaon in vr} )

Relacién agua- producc:on en frutales. 1990 ( .
duccién de plantas de aréndano in vitro para ensa-
yos de rtego)

Seiecaon y micropropagacién de ecohpos de rosa ': -
mosquefq, 1995 ;

-C_ul'h:y'o in vitro en el género Puya. 1 994 -
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Referencias Simiente 57(3):103-104.

Campos, J. 1995. Cultivo in vitro Tapia, M. 1987. Tubérculos meris-

en el género Puya. Tesis de temdticos radiculares: un nue-

grado. Universidad de Con-- vo explante obtenido por mi-

cepcién, Fac. Agronomia, cropropagaciénin vitro de ajo

Chillan, Chile. (A. sativum L.). Simiente 57(3):
104.

Kukulezanka, K. y B. Czastka.
1989. Propagation of some U.S. Department of Agriculture.

species of the Bromeliaceae 1980. Proceedings of the con-
family cultured in vitro. Acta ference on nursery production
Horticulturae 251: 167-172. of fruit plants through tissue
culture - applications and fea-
Tapia, M. 1987. Organogénesis y sibility. ARRNE-11 Beltsville,
regeneracidn in vitro de plan- Maryland, USA.

tas de ajo (Allium sativum L.).
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USO ACTUAL Y POTENCIAL DEL CULTIVO DE TEJIDOS:
EXPERIENCIAS EN EL CIAT

William M. Roca
CIAT
Cali - Colombia

|. Estrategias para el desarrollo
de la biotecnologia en el CIAT

La biotecnologia en el Centro In-
ternacional de Agricultura Tropical
(CIAT) se inicia en 1978 con las
aplicaciones mads practicas del cul-
tivo de tejidos, como un modo de
contribuir a la solucién de proble-
mas especificos de propagacién,
especialmente de la yuca o man-
dioca (Manihot esculenta), una
fuente muy importante de calorias
en el trépico. Posteriormente, en
1985, el CIAT dio un paso impor-
tante, estructurando el uso de
biotecnologia mediante la creacién
de la Unidad de Investigacién en
Biotecnologia. La creacién de esta
unidad resulté de una revision ex-
terna que tuvo el CIAT. Nos plan-
teamos las estrategias para lograr
el objetivo principal de la Unidad:
la incorporacién de herramientas
biotecnolégicas modernas en el
mejoramiento de plantas, sobre
todo para aumentar la eficiencia y
lograr objetivos normalmente re-
calcitrantes o las metodologias
convencionales.
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Las estrategias planteadas en
1985 cubrieron un rango amplio
de actividades:

1) Contribuir al desarrollo de la ca-
pacidad institucional en biotec-
nologia. La Unidad de Biotec-
nologia constituye el mecanismo
mds importante para integrar es-
tas tecnologias en el repertorio
técnico cientifico del CIAT. Tres
competencias bdsicas fueron de-
sarrolladas: genética molecular,
bioquimica molecular y transferen-
cio de genes. La infraestructura de
laboratorios necesaria acompand
ol desarrollo de estas tres compe-
tencias bdésicas.

2) Establecimiento de mecanismos
efectivos para monitorear desarro-
llos cientificos bdsicos a nivel glo-
bal y para adquirir la informacién
relevante. Como sabemos en bio-
tecnologia este tema es critico. Se
establecieron redes de biotec-
nologia enfocadas a cultivos espe-
cificos, tomando como modelo la
red de biotecnologia de arroz co-
ordinada por la Fundacién
Rockefeller. Es asi como en 1988
se crea la Red de Biotecnologia de
Yuca y el afio 1990 la Red de



Biotecnologia aplicada a los frijo-
les o porotos.

3) Desarrollo de proyectos de in-
vestigacién colaborativos, inclu-
yendo tanto a instituciones de pai-
ses desarrollados como en vias de
desarrollo. Esta estrategia es im-
portante para contribuir al desa-
rrollo institucional de América La-
tina en biotecnologia.

Algunos de los proyectos cola-
borativos que se establecieron fue-
ron: la construccién del mapa
molecular de porotos en la Uni-
versidad de Florida y Universidad
de California; desarrollo de
microsatélites para el mapeo y la
caracterizacion de la yuca; técni-
cas de "fingerprinting" de ADN
para estudios de la variabilidad de
la Piricularia del arroz; identifica-
cién de genes de la cianogénesis
de la yuca; efc.

Como resultado de esta coopera-
cién internacional, el CIAT pudo
acceder rdpidamente a las tecno-
logias mds avanzadas de marca-
dores moleculares, las que han
sido implementadas para diferen-
tes usos con plantas, como tam-
bién con microorganismos. Entre
estas tecnologias, se cuentan los
RFLPs, RAPDs, SCARs, ylos AFLPs,
que acaban de ser publicadas por
primera vez en enero de 1996 por
la Cia Keygene. Los AFLPs ac-
tualmente se estdn utilizando en el
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CIAT para la caracterizacion y el
andlisis de recursos genéticos. En
cuanto a los mapas gendmicos
moleculares, el mapa del arroz de-
sarrollado en la Universidad de
Cornell estd siendo usado en el
CIAT, con arroz y con la graminea
forrajera Brachiaria. Estamos usan-
do el mapa molecular de porotos,
no sélo para marcar algunos
genes de importancia agronémica,
sino también como base para de-
sarrollor el mapa del fréjol tepari
(Phaseolus acutifolius). Dado que
la yuca es una especie de poco
interés para los laboratorios de
paises desarrollados y bastante
huérfana de conocimiento bdsico,
el CIAT tomé el liderazgo de desa-
rrollar el mapa molecular comple-
tamente. Actualmente tenemos ya
el primer mapa de la yuca conte-
niendo 300 marcadores entre
RFLPs, RAPDs, microsatélites y
cDNAs.

Otra estrategia importante para la
aplicacion de la biotecnologia en
el CIAT es su focalizacion a tépi-
cos de alta prioridad. Este es un
proceso dindmico, multi e interdis-
ciplinario que relaciona a los usua-
rios inmediatos de las tecnologias
como los fitomejoradores, pero
también a disciplinas socioeco-
némicas. En el caso de la yuca
por ejemplo, se han precisado te-
mas de aplicacién biotecnolégica
incluyendo tanto problemas



bidticos como de calidad, tenien-
do en cuenta la importancia rela-
tiva de diversas regiones y su po-
sible impacto en rendimiento como
en la utilizacién y comercializacién.

El proceso de priorizacién ha sido
llevado hasta el nivel del peque-
fio agricultor a través de la red de
biotecnologia de la yuca. Esa red
es un ejemplo interesante para
compatibilizar los intereses de los
usuarios con la de los cientificos,
que no siempre son los mismos.
Actualmente, como consecuencia
del impulso dado por esta red exis-
ten unos 35 proyectos aplicados a
yuca en diferentes paises. Una re-
unién cientifica cada dos anos sir-
ve para que los cientificos, usua-
rios y donantes discutan los avan-
ces en biotecnologia de la yuca y
se identifiquen dreas y temas de
aplicacién prioritaria.

En los Oltimos afos se han desa-
rrollado aplicaciones de metodo-
logias celulares y moleculares a
diferentes problemas y desafios en
el CIAT. Desde aplicaciones en el
drea de la diversidad genética,
principalmente a aspectos de la
conservaciéon de germoplasma,
caracterizacién de la variabilidad
genética, estudios de la relacién
entre patdégeno y hospedero, hasta
la manipulacién genética incluyen-
do la identificacién de genes de
resistencia y su transferencia a va-
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riedades y material de fitomejo-
ramiento mediante cruzas inter-
especificas o tecnologia de trans-
formacion.

Il. Uso del cultivo de tejidos en el
mejoramiento de plantas

Propagacién clonal

El cultivo de meristemas y la
micropropagacién han servido
para la eliminacién de virus y para
aumentar las tasas de multiplica-
cién de plantas de propagacién
vegetativa. En el caso de la yuca,
los métodos tradicionales permi-
ten tasas de multiplicacién de sélo
1:10 ol afo. Mediante la micro-
propagacién se incrementa la tasa
de multiplicacién geométricamen-
te. Estas tecnologias creadas o
adoptadas en el CIAT deben ser
aplicables en los programas na-
cionales. China es quizds el pri-
mer pais en el que un programa
nacional adapté esta tecnologia,
logrando la multiplicacién masiva
de variedades mejorodas de yuca
y su distribucién a las diferentes
provincias del sur de China. Esta
tecnologia se estd usando también
en varios pafses de América Lati-
nay en Africa.

Produccién de haploides dobla-
dos
Tenemos un trabajo cooperativo



con Roberto Alvarado del INIA,
Chile; César Martinez y Zaida
Lentini del Programa de Arroz del
CIAT para el uso de doble-
haploides de arroz como un me-
dio de acelerar la produccién de
variedades mejoradas. Untema de
aplicacién ha sido la tolerancia al
frio, pero también la calidad de
grano. Un requisito para que es-
tas tecnologias sean usadas en el
mejoramiento es lograr su
masificacién. Actualmente en el
CIAT se puede cultivar 10,000
anteras /dia/persona lo cual se tra-
duce en 250.000 anteras por se-
mana por la actividad de 5 perso-
nas. Esto permite procesar unos 15
cruzamientos por semana o 60 al
mes. Los materiales producidos
han probado tener resistencia a
diferentes problemas biéticos y fac-
tores de calidad mejoradas sin
pérdida del rendimiento.

Un factor importante a considerar
en la adopcién de estas tecnolo-
gias es su factibilidad econémica.
Luis Sanint del Progroma de Arroz
del CIAT, realizé un estudio sobre
costos del cultivo de anteras para
diferentes tipos de materiales y el
numero de éstas que se pueden
producir por semana, comparados
con el método de pedigree. El aho-
rro en dolares respecto al método
de pedigree puede variar de 14%
hasta el 26% en los casos que se
estudiaron, dependiendo de los
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genotipos procesados. Este estu-
dio indica cdmo las tecnologias
pueden ser implementadas bajo
diferentes circunstancias, y la ne-
cesidad de capacidades de labo-
ratorio minimas para poder lograr
los objetivos propuestos. Estos tra-
bajos se estdn desarrollando a tra-
vés de una red de fitomejoradores
y cultivadores de tejidos de arroz
en América Latina.

El cultivo de anteras se aplica, ade-
mds, en el estudio y estrategia de
manejo de la Piricularia del arroz. -
Esta enfermedad es la més impor-
tante en el cultivo de éste, causan-
do pérdidas millonarias. Esto se
debe fundamentalmente a la gran
variedad del patégeno, lo cual re-
percute en la vida corta (2-3 afios)
de las variedades resistentes nue-
vas, en la mayoria de las zonas
productoras de arroz en el mun-

do.

Hace 5-6 afos, gracias al trabajo
colaborativo de César Martinez del
CIAT con el ICA de Colombia, se
generaron dos variedades llama-
das Oryzica Llanos 4 y 5 que has-
ta la fecha mantienen su resisten-
cia a Piricularia. Nos pusimos la
meta de investigar las causas
genéticas de la resistencia estable
de estas variedades; que ocurre no
solamente en Colombia sino en
Brasil y en zonas arroceras de Afri-
ca y Asia. El uso de marcadores



moleculares permitié hacer el
"fingerprinting" molecular del pa-
tégeno, estudiar la genética y di-
ndmica del hongo , para luego
asociar esta informacién a nivel
molecular con los genes de resis-
tencia en la planta. Este proyecto
incluye varios componentes: del
CIAT, del Programa de Arroz, in-
tervienen el fitomejoramiento y la
produccion de haploides doblados
y, de la Unidad de Biotecnologia,
el uso de marcadores moleculares
para los genes de resistencia; de
la Universidad de Purdue, el estu-
dio de la diversidad genética del
hongo; y de la Compafia Dupont,
el clonaje de genes de resistencia.
El proyecto recibe el apoyo de la
Fundacién Rockefeller. Los resul-
tados obtenidos sugirieron que en
lugar de buscar genes de resisten-
cia a razas individuales del hon-
go, el fitomejorador podria identi-
ficar y piramidar genes que con-
fieran resistencia a familias del
hongo. El "fingerprinting» mole-
cular permite agrupar varias razas
en grupos de familias con carac-
teristicas similares. El Dr. Joe
Tohme ha identificado marcado-
res moleculares del mapa de arroz
ligados a genes que confieren re-
sistencia a familias enteras del
hongo. Més adelante, la incorpo-
racién de resistencias mediante
cruzas podrd ser complementado
por la transformacion genética.
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Cruzamientos interespecificos
La biotecnologia también tiene un
papel clave en el caso de
Phaseolus, donde existen varios
acervos genéticos. El fréjol comin
P vulgaris pertenece al acervo pri-
mario; luego P coccineus en el se-
cundario; P, acutifolius en el tercia-
rio; y P lunatus en el cuarto. Con-
forme nos alejamos del acervo pri-
mario, los barreras de incompati-
bilidad sexual aumentan. Nuestro
interés es transferir caracteristicas
de P acutifolius a P vulgaris. P
acutifolius posee resistencia e in-
munidad a enfermedades como la
bacteriosis, a insectos como la
Empoasca vy, sobre todo, gran to-
lerancia a la sequia, lo cual ado-
lece P vulgaris. El rescate de em-
briones es la tecnologia utilizada
en este caso. En los Gltimos 4-5
afos, S.P Singh del Programa de
Frijol del CIAT ha evaluado un gran
nimero de lineas hibridas, y ha
seleccionado varias con alta resis-
tencia a bacteriosis y adaptacion
a suelos pobres. El proyecto con-
tinta con la inclusién de material
para las cruzas interespecificas,
con resistencia al virus del mosai-
co dorado y al gorgojo del frijol,
Acanthos celides.

El cultivo de tejidos en la transgé-
nesis

La capacidad de regenerar plan-
tas completas a partir de células



transformadas es esencial para la
aplicacién de la ingenieria
genética en el mejoramiento de
plantas.La regeneracién puede
ocurrir por la via de embriogénesis
somdtica o por la induccién de
érganos. En los Oltimos afos, el
CIAT ha dedicado esfuerzos para
adaptar o desarrollar la regene-
racién de plantas en proyectos de
transgénesis. Asi, la primera plan-
ta transgénica generada fue la le-
guminosa forrajera Stylosanthes,
usando Agrobacterium tumefaciens
como vector; enseguida, Zaida
Lentini ha implementado la rege-
neracién y transformacién genética
del arroz mediante el bombardeo
de particulos. Los primeros trans-
genes incorporados al arroz tipo
Indica en el CIAT han sido el gen
de la capa proteica y de una pro-
teina mayor del Virus de la Hoja
Blanca; ambos genes fueron ais-
lados y clonados por Lee Calvert
del grupo de Virologia del CIAT.
Acabamos de generar las prime-
ras plantas transgénicas de yuca
usando la embriogénesis somdtica
y la transformacién mediante A.
tumefaciens. El esfuerzo del CIAT
para transformar el frijol progresa
significativamente.

Otras aplicaciones.

La apomixis en Brachiaria. La
Brachiaria es una graminea fo-
rrajera importante, sobre todo en
Brasil donde fue introducida des-
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de Africa. Joe Tohme de la Uni-
dad y John Miles del Programa de
Forrajes Tropicales, han identifica-
do marcadores moleculares liga-
dos al gen de apomixis. Nuestro
objetivo es aislar el gen de
apomixis de Brachiaria y transfe-
rirlo mediante ingenieria genética
o otras especies. Este es un desa-
fio a largo plazo. Una ventaja de
la apomixis es el uso de la
heterocigocidad de manera conti-
nua, es decir acceder a ventajas
de semilla hibrida sin necesidad de
recurrir a las cruzas iniciales cada
vez. El siguiente paso en este pro-
yecto serd un marcaje molecular
de alta densidad. Es decir, saturar
con marcadores moleculares la
porcién de cromosoma de
Brachiaria que contiene el gen de
apomixis. Luego, proceder al
clonaje del gen vy, a su transferen-
cia a sistemas homélogos (Bra-
chiaria) y a especies como arroz.
En estos momentos, estamos tra-
bajando en la fransformacién en
Brachiaria. Los sistemas de trans-
formacién del arroz estén funcio-
nando también en Brachiaria.

[ll. El futuro: biotecnologia y agro-
biodiversidad

El Plan Estratégico del CIAT enfatiza
la productividad agricola usando
la experiencia ganada con cultivos
alimenticios bdasicos; también lla-
ma al estudio de la base de recur-



sos naturales, enfocado a ciertos
agroecosistemas, como las lade-
ras y las sabanas de América Lati-
na.

Confrontar el gran desafio de au-
mentar el crecimiento agricola vy,
a la vez, de mantener la base de
recursos naturales, va a depender
en gran medida del acceso a los
recursos genéticos y a tecnologias
y estrategios apropiadas. En el
futuro cercano creemos que la
biotecnologia en el CIAT contribui-
ré al entendimiento y caracteriza-
cién dela diversidad genética con
- propésitos  de conservacién y de
utilizacién, a la ampliacién de la
base genética de los cultivos, y a
su aplicacién en estrategias de
fitomejoramiento.

Especificamente, el andlisis de la
distribucién espacial de la diversi-
dad, usando sistemas de informa-
cién geogrdfica y marcadores
moleculares, nos va a aclarar la
dindmica de poblaciones, el flujo
de genes entre material cultivado
y silvestre y la evolucién de éstos
acervos. El CIAT mantiene en cus-
todia para los pafses el germo-
plasma y los materiales silvestres
de Phaseolus, de Manihot y de un
rango de especies de forrajes tro-
picales. El mapeo genémico com-
parativo, actualmente en desarro-
llo, permitiréd pasar de especies
conocidas a especies desconocidas
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rapidamente. Por ejemplo, esta-
mos encontrando gran similitud
entre el orden y presencia de mar-
cadores moleculares del arroz con
la graminea forrajera Brachiaria.
Esta homologia ayuda a entender
lo genética de Brachiaria sin ne-
cesidad de construir un mapa
gendmico para esta especie; igual-
mente, el mapa molecular de la
yuca (una Euphorbiaceae), estd
siendo usado para entender la
genética del caucho.

La racionalizacién de la conserva-
cién ex situ, mediante la identifi-
cacién molecular de  duplicados
y el desarrollo de las coleccio-
nes nucleo (una representacién de
la diversidad total, en el menor
nOmero de accesiones) permite
reducir el costo de la conserva-
cion y ayuda al manejo y eva-
luacién del germoplasma. La iden-
tificaciéon de genotipos duplicados
es muy importante en el caso de
la yuca debido a su propagacjén
clonal.

En cuanto a la investigacién en
metodologias de conservacién, la
coleccién in vitro de yuca mantie-
ne 6.000 accesiones. Después de
diez afos, esta es una experiencia
interesante del CIAT en el manejo
de colecciones in vitro. Actualmen-
te tenemos avances significativos
en la crioconservacién de la yuca.
En los préximos tres afos, la
crioconservacion se implementard



como tecnologia rutinaria para el
manejo de germoplasma de pro-
pagacién vegetativa.

La ampliacién de la base genética
se constituye en otfra drea de in-
vestigacién importante para la
introgresién de genes, mediante
cruzas interespecificas, y la trans-
ferencia de genes mediante trans-
formacién. Esta es una forma de
enriquecer el acervo genético.

En relacién al desarrollo de capa-
cidades nacionales, acabamos de
terminar en el CIAT un curso para
América Latina sobre el uso de la
biotecnologia para la conservaciéon
de la agrobiodiversidad; éste es
el segundo ano que se ofrece. En
diciembre, se va a ofrecer un cur-
so sobre el uso de AFLPs para el
andlisis/caracterizacién de la
biodiversidad y el fitomejoramien-
to.

Estamos trabajando muy fuerte en
Sistemas de Informacién Geogrd-
fica y su integracién con tecnolo-
gias de marcadores moleculares,
para el estudio y mapeo de la dis-
tribucion espacial de la diversidad
genética. Se han elaborado ma-
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pas de distribucién de especies sil-
vestres de Phaseolus, algunas es-
pecies de Manihot y de Stylosan-
thes para América Latina y el Ca-
ribe.

El CIAT estd planeando un proyecto
colaborativo con los paises de la
regién para implementar un labo-
ratorio de biotecnologia que sirva
a los intereses de los paises en el
estudio, conservacién y valoracién
de sus recursos genéticos. El me-
canismo propuesto consistird en
invitar a destacados cientificos y
técnicos de los paises para perio-
dos de investigacion/capacitacion/
actualizacién en este laboratorio,
sobre temas y materiales de inte-
rés directo a los paises.

Finalmente,» quisiera expresarles
nuestro deseo de contribuir en
algo al desarrollo del Programa de
Biotecnologia de Chile. Creemos
que el acceso a estas tecnologias
es clave para la utilizacién soste-
nible de la riqueza de diversidad
biolégica de los paises de la re-
gioén, y es una herramienta pode-
rosa para la valoracién y desarro-
llo competitivo de su potencial agri-
cola.
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USO ACTUAL Y POTENCIAL DE MARCADORES
MOLECULARES EN FITOMEJORAMIENTO EN CHILE

Patricio Hinrichsen
INIA .
Santiago, Chile

I. Introduccidn

El objetivo de esta presentacién es
realizar una revisién de las activi-
dades que se estdn desarrollando
en el Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA), en torno a
las aplicaciones de algunos mar-
cadores moleculares como herra-
mientas de apoyo al fitomejo-
ramiento. En un sentido amplio,
esto involucra desde el estudio de
la biodiversidad de los recursos
fitogenéticos, para su posterior uso
en el desarrollo de nuevas varie-
dades (mejoramiento asistido),
hasta la identificacién y marcaje de
estas variedades ("fingerprinting")
para su protecciéon comercial.

En un contexto global, la aplica-
cién de los marcadores molecula-
res en fitomejoramiento es muy
reciente. De hecho, sélo en 1985
se publicaron los primeros traba-
jos donde se recurrié al uso de los
RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) con este propésito.
A partir de esta fecha, ha habido
un crecimiento explosivo en aspec-
tos como el desarrollo de mapas
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gendmicos en distintas especies,
recurriendo a la identificacion de
polimorfismos detectados a nivel
gendémico. Basados en estos ma-
pas, es posible proyectar experi-
mentos que permitirdn determinar
con precisién la ubicacién de los
genes responsables de las carac-
teristicas de interés para el
fitomejoramiento.

En el afo 1990 se publicaron una
serie de trabajos en los cuales se
aplicaba la reaccién de PCR para
detectar polimorfismos gendmicos;
esta metodologia se denomind
RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA), y ha sido amplia-
mente usada en mejoramiento
asistido por marcadores. Mds re-
cientemente, se ha descrito una

. nueva metodologio que combina

las ventajos del PCR aplicadas al
RAPD, con la posibilidad de iden-
tificar los sitios de restriccién
polimériicos identificados median-
te RFLP; esta técnica ha sido de-
nominada AFLP (Amplified Frag-
ment Length Polymorphism), y aun-
que es de cierta dificultad técnica,
ha sido adaptada para diferentes



tipos de estudios, incluyendo la ca-
racterizacién de germoplasma (di-
versidad genética), asi como el
marcaje especifico de genes
("gene—tagging"). También ha co-
brado gran relevancia el uso de
las secuencias de microsatélites o
SSR (Short Simple Repeats), como
marcadores de polimorfismo. Ac-
tualmente, esta tecnologia estd
cobrando una gran importancia,
ya que para su deteccidén se ha
incorporado el uso de PCR, lo cual
facilita bastante su uso como mar-
cador.

Un aspecto muy importante de
considerar al elegir una herra-
mienta de trabajo (en este caso,
los distintos tipos de marcadores
moleculares) es el propdsito que
se persigue en un determinado
estudio. Ademds, es importante
considerar aspectos como si un
marcador es "codominante” o "do-
minante", es decir, si es posible de-
terminar la composicién alélica o
no, respectivamente. Consideran-
do esto, en el Laboratorio de
Biotecnologia del Centro Regional
de Investigacién (CRI) La Platina se
ha implementado el uso de RAPD
y RFLP con diferentes propdsitos.
Dado que mediante AFLP se pue-
de obtener una gran cantidad de
informacién altamente reproduci-
ble en s6lo unos pocos ensayos,
se espera montar esta metodolo-
gia en un futuro préximo.
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Uno de los objetivos del trabajo en
el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de La Platina es estudiar
diversidad genética de ciertas co-
lecciones de germoplasma chile-
no que se mantienen en los ban-
cos de germoplasma del INIA, asi
como también de materiales ge-
nerados por los programas de
mejoramiento. Por otra parte, se
ha desarrollado un trabajo inci-
piente en el uso de marcadores
moleculares como apoyo a progra-
mas de mejoramiento. Nuestro
trabajo en INIA debiera estar
focalizado hacia este objetivo, por-
que es en esta drea donde se pue-
de lograr un mayor impacto, tanto
a nivel académico como tecnolé-
gico.

También ha sido interesante la
aplicacién de algunos de estos
marcadores para hacer identifica-
cion varietal, "fingerprinting" de
variedades, para marcaje de va-
riedades y también para determi-
nacién del grado de pureza de es-
tos materiales. Finalmente, pero
no por ello menos importante, exis-
ten algunos ejemplos del uso de
marcadores moleculares en
fitopatologia, vinculados al estudio
de diversidad genética de
patégenos (hongos y nemdatodos)
para relacionar diferencias en
patogenicidad con alguna banda
de polimorfismo. En términos ge-
nerales, la aproximacién inicial ha



sido aplicar marcadores conoci-
dos, desarrrollados en centros de
excelencia, para asistir el fitomejo-
ramiento de ciertas especies de
interés local; posteriormente, se
deberén establecer grupos de tra-
bajo por cultivo o por tecnologias
que permitan avanzar en la iden-
tificaciéon de marcadores para re-
solver problemas muy especificos,
de interés nacional o regional, y
que no serdn enfrentados en el
exferior.

Para lograr estos propésitos, cabe
destacar la valiosa colaboracién en
equipamiento y entrenamiento, re-
cibida de la Agencia de Coopera-
cién Internacional del Japén (JICA),
mediante la cual se ha concreta-
do la visita de numerosos expertos
japoneses, asi como la estadia de
investigadores chilenos en Japén.

Il. Estudios realizados en INIA.

1. Estudios basados en el andli-
sis de perfiles proteicos.

Los estudios realizados en INIA se
han centrado en la caracterizacién
de germoplasma vegetal, utilizan-
do principalmente RAPD. Sin em-
bargo, antes de comenzar los ané-
lisis directos del genoma (como en
RAPD) se recurrié al estudio de
perfiles proteicos. En este sentido,
y en un orden crondlogico, se han
desarrollado los siguientes traba-
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jos, contando con diferentes fuen-
tes de financiamiento segin se in-
dica aungue en la mayoria de los
casos se ha recurrido a fondos de
Proyectos BID, tanto para la adqui-
sicién de reactivos como de equi-
pos:

1.1. Caracterizacién de legumino-
sas de grano: se realizaron estu-
dios de diversidad genética en dis-
tintas especies de leguminosas de
grano, analizando perfiles
proteicos totales con distintos tipos
de electroforesis de poliacrilamida
en medio desnaturante (PAGE-
SDS), tanto lineales como en
gradiente; trabajo realizado por E.
PeAaloza (INIA-Carillanca) y P
Hinrichsen (INIA-La Platina), con
la colaboracion de A. Kikuchi, de
JICA. Antes de esto, en el curso
de un entrenamiento en el NIAR
de Tsukuba, Japén, C. Beltrén
(INIA=Intihuasi) analizé algdn
germoplasma de porotos chilenos
mediante perfiles proteicos totales.

1.2.  ldentificacién varietal de
arvejas estudiando perfiles de pro-
teinas totales de las semillas ex-
traidas en medio desnaturante y
separadas por PAGE-SDS; traba-
jo desarrollado por P Hinrichsen
en La Platina, en convenio con par-
ticulares.

1.3. "Fingerprinting" de variedades
de trigo analizando proteinas del



gluten extraidas y separadas en
medio dcido (pH 3,0); parte de un
proyecto financiado por FIA desa-
rrollado en la Plating; trabajo de
X. Opitz y P Hinrichsen (Figura 1).

Figura 1. Separacién electrofo-
rética en medio A~-PAGE écido de
gliadinas de frigo. Este fipo de gel
ha permitido hacer la diferencia-
cién o discriminacién varietal de
un gran nimero de variedades de
trigo, ya que cada una de ellas pre-
senta un patrén de bandas carac-
teristicas.

1.4. Andlisis de gluteninas de alto
peso molecular como indicadores
de calidad panadera en trigo; tra-
bajo realizado en La Platina por
M.H. Castro, N. Hewstone y P
Hinrichsen (financiado por FlA);
ademds, se ha contado con la co-
laboracién del Dr. J. PeAa, del

CIMMYT. Posteriormente, se con-
t6 con la colaboracion del experto
de JICA S. Oda (NIAR-Tsukuba,
Japén). Cabe destacar que esta
linea continGa desarrolldndose
actualmente, siendo uno de los
criterios usados para realizar la
seleccion de los materiales
segregontes en INIA-Carillanca.

2. Estudios basados en el andli-
sis de secuencias génicas.

Dadas las limitaciones de trabajar
con perfiles proteicos por las co-
racteristicas inherentes a este pro-
ducto de expresién génica (limita-
do nimero total de polipéptidos,
efecto del medio sobre la expre-
sidn génica, etc.), posteriormente
se han desarrollado estudios ba-
sados en el andlisis directo del
genoma. Para ello, la metodolo-
gia mds factible de usar ha sido el
RAPD, dadas sus caracteristicas de
bajo costo y factibilidod técnica.
Sin embargo, también se ha co-
menzado la aplicacién de RFLP
para asistir la seleccion de mate-
riales del programa de fitome-
joramiento de papa. El RAPD ha
sido aplicado para estudiar diver-
sidad genética de especies como
maiz, frutilla, poroto, etc, corres-
pondientes a colecciones de
germoplasma chileno. También se
han estudiado colecciones de
germoplasma mantenido en el

"INIA, como el jardin de varieda-

des de vides y la coleccién de



camotes. Ademds, se ha usado
RAPD para hacer "fingerprinting"
de variedades en algunas especies
(arroz, tomate). Una rdpida des-
cripcién de estos trabajos se en-
trega a continuacién:

2.1. Estudio de la diversidad
genética de porotos de raza Chile
analizando la composicién mole-
cular de faseolinas e isoenzimas y
de polimorfismos de DNA median-
te RFLP; trabajo realizado por M.
Paredes (INIA-Quilamapu) y V.
Becerra (Universidad Adventista de
Chile) en la Universidad de
California, Davis, California, USA,
bajo la direccién del Dr. P Gepts.
Estos trabajos corresponden a sus

tesis de postgrado, entre los afos
1989-1993.

2.2. Andlisis de variabilidad
genética del germoplasma chile-
no de porotos mediante RAPD: tra-
bajo realizado en el Laboratorio
del Dr. James Nienhuis, del Depto.
de Horticultura de la Universidad
de Wisconsin, Madison, por P
Hinrichsen, financiado por FIA.
Este fue el primer trabajo en que
se aplic6 RAPD para estudiar
germoplasma chileno, identifican-
dose dos grupos genéticos, corres-
pondientes a accesiones de tipo
mesoamericano y accesiones de
tipo andino (Figura 2). Reciente-
mente se ha realizado el andlisis
de una muestra de germoplasma
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de poroto de raza Chile mediante
AFLP  Para ello, se conté con la
coloboracién del Dr. Joseph
Tohme, y el trabajo fue realizado
por P Hinrichsen y E. Gaitdn en el
Laboratorio de Biotecnologia del
Centro Internacional de Agricultu-
ra Tropical (CIAT), Cali, Colombia.

Caracterizacién de la variabilidad
genética de una coleccién chilena
de camote usando RAPD. Se ana-
liz6 la variabilidad de una colec-
cién de camote, con muestras co-
lectadas en el norte y centro del
pafs, ademds de una serie de va-
riedades introducidas desde el CIP
representativas de distintas latitu-
des. Se corroboré el alto grado
de heterogeneidad del material del
Centro Internacional de la Papa
(CIP) (Figura 3), determindndose
dos grandes grupos de germo-
plasma: variedades de Norte y
Centro América, y variedades pro-
venientes de la regién Andina.

Los materiales chilenos se incluye-
ron en el grupo "centroamericano,
con excepcién de la accesién del
norte, que se agrupd con el mate-
rial andino. Curiosamente, el
germoplasma cultivado en Chile
central mostré una gran homoge-
neidad, lo que no concuerda con
la alta tasa de variacién soma-
clonal descrita en esta especie. La
uniformidad genética de este ma-
terial (reproducido vegetativamen-
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Figura 2. Andlisis Multidimensional (MDS) del germoplasma de poroto
de Chile, basado en los fragmentos de polimorfismo generados me-
diante RAPD. Se observan dos grupos correspondientes a germoplasma
de origen andino y mesoamericano, respectivamente.
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Figura 3. Electroféresis en agarosa al 1,5% donde se han separado los
fragmentos de amplificacion de ADN de camote, usando un partidor de
disefo aleatorio (RAPD). Cada carril corresponde a una accesién dife-
rente, obtenidas del CIP

te) tiene dos posibles explicaciones:
(1) es material introducido al pais
recientemente, o (2) aunque las
accesiones son antiguas en el pais,
el indice de variacién somaclonal
es bajo en las condiciones de cul-
tivo. Trabajo realizado por B.
Sagredo, P Hinrichsen, H. Lépez,
A. Cubillos y C. Murioz en el CRI
La Platina del INIA.,

2.4."Fingerprinting" de variedades
chilenas de arroz mediante RAPD.
Se intenté diferenciar las varieda-
des en base a perfiles proteicos,
pero estos perfiles resultaron ser
idénticos. Por el contrario, fdcil-
mente se encontraron varios
partidores de RAPD que entrega-
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ron informacién de polimorfismos
entre variedades. El dendrograma
preparado con esta informacién
coincidié con las relaciones
filogenéticas estimadas en base al
estudio de los pedigris. Trabajo
realizado por C. Amigo, R.
Alvarado, C. Mufnoz y P
Hinrichsen, en el CRI La Platina del
INIA.

2.5.Diferenciacién de partidas co-
merciales de semillas de tomate
por comparacién de "fingerprin-
ting" generado por RAPD. Se com-
pararon los patrones electroforé-
ticos de fragmentos polimériicos
amplificados por RAPD, estudian-
do variedades comerciales cono-



cidos y algunas muestras de ori-
gen incierto. Basados en el
dendrograma de similitud genética
obtenido (Figura 4), se determiné
que existia una cierta diferencia
entre los estandares varietales y las
muestras analizadas. Sin embar-
go, las distancias genéticas relati-
vas entre muestras y controles del
material incégnito no fueron tan
grandes como las distancias ob-
servadas entre variedades diferen-
tes, por lo que probablemente las
partidas comerciales analizadas se
tratarian de materiales segregantes
mal seleccionados. Trabajo reali-
zado por B. Sagredo y P
Hinrichsen, en el CRIl La Platina del
INIA.

2.6. Diversidad genética de un jar-
din de variedades de vid, estudia-
da mediante RAPD. Desarrollo de
un método de fingerprinting de va-
riedades. Se optimizé la metodo-
logia de RAPD para determinar di-
ferencias inter e intra especies del
género Vitis. Los dendogramas
resultantes mostraron una clara
diferencia entre V. vinifera y las
otras especies de Vitis, usadas
como portainjerto. Este trabajo fue
realizado en el CRI La Platina del
INIA por M. Silva, M.H. Castro y P
Hinrichsen.
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Figura 4. Dendrograma prepara-
do a partir de los polimorfismos ge-
nerados por RAPD de distintas va-
riedades de tomate. La parte alta
del dendrograma corresponde o
las muestras de semillas comercia-
les de la variedad ACE 55 VF (1-
5), entre los cuales las muestras 1
a 3 presentaron un fenotipo dis-
tinto a los patrones de esa varie-
dad (muestras 4 y 5).

En una préxima etapa, se preten-
de realizar mejoramiento asistido
para desarrollar variedades sin
semilla, asi como implementar la
metodologia de andlisis de
microsatélites, para estandarizar el
trabajo con otros grupos en el
mundo. Ademds, con la colabo-
racién de un experto japonés, el



Dr. Kadowaki, de Tsukuba (NIAR),
se intenté discriminar variedades
de vides mediante el andlisis di-
recto de los productos de PCR de
fragmentos intergénicos de genes
ribosomales 58S, lo cual no entre-
g6 suficiente variabilidad a nivel
intraespecifico. A futuro se preten-
de clonar estos genes y secuen-
ciarlos, para definir secuencias
especificas para cada variedad, y
desarrollar ensayos de "fingerprin-
ting" basados en PCR.

2.7. Diversidad genética de una
coleccién de Fragaria chiloensis
determinada mediante RAPD. Se
hon analizado cerca de 90 acce-
siones de la coleccién del INIA,
usando RAPD. Los resultados han
demostrado que aunque existe
cierto grado de heterogeneidad
genética (que también se verifica
por estudios agrobotdnicos), no
existe un agrupamiento especial
que permita diferenciar accesiones
de acuerdo a su origen geogrdfi-
co o caracteristicas agronémicas.
La excepcion la constituyen un par
de bandas polimérficas que discri-
minan los materiales segin si pro-
vienen del sur o del norte, del drea
comprendida en la colecta del
germoplasma. Este trabajo ha sido
realizado por J. C. Kuncar y P
Hinrichsen, con la colaboracién del
experto de JICA Dr. M. Hirai, quien
ademds realizé6 un RFLP usando
una sonda que reconoce genes
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ribosomales en diferentes especies
vegetales, sin encontrar ninguna
diferencia en los patrones de hi-
bridacién.

2.8. Mejoramiento asistido de
papa para introducir resistencia
amplia a insectos y nemdtodos
usando RFLP  Se cuenta con un
conjunto de sondas —original-
mente usadas y obtenidas de to-
mate— que han sido usadas para
preparar el mapa genético de
Solanum tuberosum. En este mapa
se han identificado ciertos loci que
han sido correlacionados con (1)
QTL que incluyen los genes que
codifican para la expresién de los
tricomas glandulares de tipo Ay B
(resistencia amplia a insectos) y (2)
genfes) de resistencia a nemato-
dos. Ademds, se sabe que existe
una asociacién entre la presencia
de los fricomas de tipo A, y los ni-
veles de la enzima polifenoloxidasa
presente en ellos, la cual es faclil
de determinar en los materiales
segregantes. De esta forma, me-
diante una determinacién enzima-
tica se puede inferir la presencia
de los tricomas. Algunas de estas
sondas que cosegregan con las ca-
racteristicas de interés (p.e. sonda
CD78 se correlaciona con la pre-
sencia del locus h1 de resistencia
a nematodos), estdn siendo utili-
zadas para seleccionar materiales
segregantes del programa de me-
joramiento de papa, a cargo de J.



Kalazich (INIA-Remehue). Estos
trabojos han sido realizados por
B. Sagredo, del CRI La Platina, con
la colaboracién del grupo del Dr.
R. Plaisted de la Universidad de
Cornell. El financiamiento ha es-
tado basado en un proyecto de
CIP-UNIDO, y recientemente se
ha obtenido un fondo de la Fun-
dacién Mc Knight, en colaboracion
con EMBRAPA de Brasil, la Univer-
sidad de Cornell y North Dakota
State University.

3. Uso de marcadores molecu-
lares en sistemas no vegetales.

Aplicaciones de marcadores
moleculares en estudios fitopa-
toldgicos.

3.1. Caracterizacién de nemdto-
dos patégenos usando RAPD; tra-
bajo realizado por A. France (INIA-
Quilamapu) durante su tesis doc-
toral en USA.

3.2. Caracterizacién preliminar de
poblaciones de distinta agresividad
o patogenicidad de Meloidogyne,
usando RAPD; trabajo realizado en
el Laboratorio de Biotecnologia de
La Platina por P Araneda y P
Hinrichsen.

3.3. Diferenciaciéon de cepas de
hongos de distinta virulencia me-
diante RAPDs; trabajo de R.
Galdames (INIA-Carillanca).
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Aplicaciones de marcadores mo-
leculares en sisternas animales.
Estd en evaluaciéon un proyecto
para iniciar el estudio a nivel
molecular de diversidad genética
de los camélidos sudamericanos.
Posteriormente se pretende desa-
rrollar un mapa genético de alpa-
ca como modelo de los auquéni-
dos, que permita asistir la selec-
cién de individuos con calidad de
pelo mejoradas. Este trabajo se-
ria pionero en nuestro pais en la
oplicacién de marcadores molecu-
lares en mejoramiento genético
animal, y en él se empleardn mar-
cadores de tipo microsatélites. Es
un proyecto que se realizard en el
Laboratorio de Biotecnologia de La
Platina, bajo la direccién de P
Hinrichsen, financiado por el FIAy
en colaboracién con la Pontificia
Universidad Catélica y la Univer-
sidad de Kentucky.

IIl. Estudios realizados fuera del
INIA

Los ejemplos de la aplicacién de
los marcadores moleculares en es-
tudios realizados en otras institu-
ciones o centros nacionales son
escasos. Estos trabojos han esta-
do orientados a estudiar diversidad
genética y a desarrollar "fingerprin-
ting" de variedades. Algunos ejem-
plos son:



(1) Caracterizacién de camotes
mediante el uso de isoenzimas; tra-
bojo realizado por R. Wilckens,
Universidad de Concepcidn,
Chillan.

(2) Caracterizacién de la coleccién
chilena de papas usando isoenzi-
mas; realizado por A. Contreras,
Universidad Austral de Chile,
Valdivia.

(3) Caracterizacion de ecotipos de
pepino dulce usando isoenzimas;
trabajo desarrollado por M.
Gambardella, Universidad de Chi-
le, Santiago.

(4) “Fingerprinting" de ciertas va-
riedades de vid para vino mediante
RAPD; trabajo que se ha comen-
zado recientemente en la Univer-
sidad de Talca.

(5) Caracterizacién de variedades
de vid basado en isoenzimas; se
estd desarrollando en la Facultad
de Agronomia, P Universidad Ca-
télica de Chile, Santiago.

IV. Comentarios finales

® Muchos de los trabajos que se
han realizado hasta ahora han
sido de cardcter preliminar, o
bien han estado orientados
bésicamente a la introduccién
o adoptacién de metodologias
para resolver problemas de in-
terés local. Esta es una aproxi-
macién vélida, pues implica
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invertir un menor esfuerzo en
el desarrollo de nuevas tecno-
logias o herramientas, pero
necesariamente debe ser se-
guida de una segunda etapa
de formacién de cuadros de
trabajo capaces de desarrollar
toda una linea, desde la iden-
tificacién de un problema has-
ta el desarrollo de los marca-
dores apropiados, y proyec-
tarse hasta el aislamiento de
los genes importantes y su in-
troduccién en las variedades
de interés.

Nuestro principal aporte de-
biera estar, en el futuro, orien-
tado hacia el apoyo de los di-
ferentes programas de mejo-
ramiento genético, como han
sido los casos del estudio de
las gluteninas de alto peso
molecular que se correla-
cionan con calidad panadera,
o las sondas de RFLP usadas
para seleccionar materiales
portadores de los QTL de
tricomas glandulares, o de
genes de resistencia a
nemdatodos en papa. Esto no
implica que se discontinden los
trabajos en dreas como la ca-
racterizaciéon de recursos
genéticos, ya que no solamen-
te son interesantes y necesa-
rios, sino que ademds consti-
tuyen parte de lo que los
mejoradores llaman el



"prebreeding”, es decir, la
optimizacién de la seleccién de
los individuos a usar como pro-
genitores.

Se ha trabajado en cultivos que
no siempre son los de mayor
importancia. En este sentido
creo que deberiamos privile-
giar cierfas especies, para pro-
fundizar en problemas especi-
ficos. En cada cultivo debieran
elegirse los marcadores mds
apropiados sobre la base de
toda la informacién que se dis-
pone, que en algunos casos es
abundante.

Necesitamos contar con gru-
pos de personal muy bien en-
trenadas, con formacién en
biologia molecular, y que co-
labore intimamente con los
mejoradores. Asi también, los
mejoradores deben adquirir
destreza o conocimientos bd-
sicos, de al menos nomencla-
tura técnica y las ventajas o
desventajas de las diferentes
tecnologias de laboratorio.
Sélo de esta forma, se podré
optimizar el mejoramiento
genético asistido.

Debiera reforzarse el 4rea de
andlisis estadistico, que hoy en
dia ha avanzado enormemen-
te y es una herramienta im-
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prescindible de andlisis. Apa-
rentemente en el medio nacio-
nal hay una gran escasez de
expertos en esta disciplina.
Cabe destacar que esta es una
realidad también en otras
dreas que son complementa-
rias del fitomejoramiento.

Debiera estimularse el desarro-
llo de vinculos con investigado-
res de otros centros y universi-
dades, a nivel nacional como
internacional, trabajondo tan-
to en el dmbito sudamericano,
en contacto con instituciones
consolidadas en esta dreaq,
como EMBRAPA-CENAR-GEN
(Brasil), INTA (Argentina), CIAT
(Colombia), CIP (Perv),
CIMMYT (México), etc., como
con grupos de Norteamérica,
Europa, Japdn, etc.

Parece imprescindible reforzar
las fuentes de informacién,
como por ejemplo: bibliotecas,
con informacién especifica
para el drea biotecnolégica y
de genética molecular; siste-
mas computacionales de acce-
so a bases de datos; finan-
ciamiento para asistencia a
congresos y cursos de perfec-
cionamiento, etc.

® Finalmente, me parece impor-



tante decir que los programas
de mejoramiento son la base
de una pirdmide de desarrollo
agropecuario, y aunque las he-
rramientas biotecnoldgicas
pueden ser muy poderosas, son
sélo un peldano para lograr
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este desarrollo. En otras pala-
bras, estas herramientas de
andlisis genético cobran senti-
do Unicamente cuando estdn
en intima colaboracién con los
respectivos programas de
fitomejoramiento.



MOLECULAR MARKERS APPLICATIONS IN PLANT BREEDING
IN CHILE

Peter M. Gresshoff
University of Tennessee
Knoxville, USA

The purpose of this paper is to give
a general overview of the potential
of molecular markers in plant
breeding and biotechnology. Most
of the work that we conduct in my
laboratory deals with the appli-
cation of molecular markers in
soybean analysis, so in my talk
most of the examples will refer to
soybean research.

We study different characteristics of
nodules, the symbiotic structure of
the root, where atmospheric
nitrogen is transformed into
ommonium. This process has an
important agronomic and envi-
ronmental meaning, because as
you know, plants require nitrogen,
and nitrogen participates in protein
formation, that later is the feed of
humans and animals. This analysis
of the symbiotic process has been
very significant in the last 10 to 15
years. We know that legumes pro-
duce an exudate which is
recognized by soil bacteria; these
bacteria (belonging to the
Rhizobium and Bradyrhizobium
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genus) produce nodulation factors
which induce cellular division in
legumes. The bacterial analysis has
been very prolific mainly because
a bacterium like Rhizobium pro-
bably has only three to four
thousand genes, it is haploid and
can have insertional mutation by
transposable elements like Tn5.
On the other hand, plant is diploid
and sometimes polyploid (tetra-
ploid or hexaploid as in the case
of alfalfa and wheat, respectively)
and require a long time for
generation. They also have a large
number of genes (perhaps 25.000)
with many of them being repeated
in multi-genic families.

It is very important to keep in mind
that legumes have very much DNA.
For example, soybean has one
billion base pairs of DNA per
haploid nucleus, which is about
one third of human genome. Peas
have 4 billion, so here genetic
problems are bigger because
genome is larger. It is important
to analyze more the genome of



legume plants in order to unders-
tand the interactions between the
microbe and the plant. Nitrogen
fixation is not only important to the
plant, but also to the crop that
follows in the fields next growing
period. For example, oats sown in
a field that previously had soybean
without nodulation, leaving little if
any residual nitrogen, is very
different in growth to oats sown
after a supernodulation soybean,
which fixed more nitrogen, that
helped not only its own growth, but
also that of the subsequent crop.
In summary, nitrogen fixation and
nodulation are importfant processes
and it is essential to study the
genetic contribution of the plant.

In the last one hundred years
classical plant breeders have been
very instrumental in the develop-
ment of new varieties. We all talk
of the Green Revolution, and we
have seen the substantial food
increases that have been produced
for the world. Classical plant
breeding was and is done with vi-
sual markers for phenotypic
characteristics. This process is
founded in the idea that if you cross
the good with the better, and later
go to the field and you select the
best, you will develop successfully
a new variety. This process works,
but it takes much time, usually ten
years to produce a new

96

homozygotic variety for a given
trait; it uses much space and time,
too. This is the reason why in the
last ten years, we have had the
need to use molecular markers for
plant breeding.

As a very universal classification
there are four types of molecular
markers. The first type is the
restriction fragment length
polymorphism (RFLP), that uses
either cloned genomic DNA or
cDNA as probes and restriction
nucleases to recognize specific,
and possibly variant, cleavage sites
in target DNA. This technique has
been used for the last ten years to
characterize several plant geno-
mes. The second type is PCR,
polymerase chain reaction, which
has many advantages including
speed and low demand of
materials. It characterizes specific
DNA regions by primer (oligonu-
cleotides used to initiate DNA
synthesis) driven DNA amplification
through a cyclic temperature
process. PCR itself is specific, but
can be made general through the
use of shorter arbitrary primers,
which detect multiple regions.
These methods are called DAF,
RAPD or AP-PCR. The third type
of markers is the microsatellite.
The fourth type is the isoenzyme
marker, which is a protein marker.
We are not going to talk about



them, but is necessary to mention
them.

When we talk of RPLP we are
usually looking at the need for
autoradiography; we can detect
mobility differences of restriction
fragments among different genoty-
pes.

Restriction fragments analysis
usually is slow and yields few
information points. Usually one
can see one, two or maybe three
bands. In many cases the probe
does not detect polymorphic
markers. This technology requires
radioactivity which in many
laboratories is difficult to get.
Notwithstanding, the advantage of
these markers is their co-dominant
nature, so in general, they are
more efficient to analyse the
heterozygous state.

The second type of markers are
those based on PCR but use
arbitrary primer technology. The
most commonly used method is
called RAPD. It is easy to do, but
has some problems with low
information density (at most 10
bands are seen per primer), data
are not very reproducible, really
short primers (less than 9mer) and
higher annealing temperature
(greater than 45°C) cannot be
used, and final gels are not
permanent. Another method,
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called DAF (DNA amplification
fingerprinting), overcomes all the
problems. The advantage of these
markers are that they are fost,
require very little starting material,
and the technology itself is very
simple. The reaction usually is in
very small volume, about twenty
microliters. DNA in the sample
together with the primers is
amplified in o thermocycler that
amplify specific DNA regions. Then
amplification products are sepa-
rated by gel electrophoresis. In our
laboratory, we use polyacrylamide
gel which is very thin (0,45 mm).
The advantage of polyacrylamide
gel electrophoresis is its greater
resolution, therefore giving a better
DNA separation and more data
points. This is the same technology
that is used for sequence studies
of DNA. It does not require
radioactivity because DNA
products are stained by silver, it can
be used in many countries of the
world and at a relatively low cost.
Another advantage is that the gel
can air-dry easily, therefore the gel
ond DNA pattern can be preserved
for a long time. With agarose gels
it is necessary to take a picture
because the bands start diffusing
and are lost.

Now, what are the uses of
molecular markers?. The most
effective uses are in variety
differentiation, genetic diversity



analysis and marker assisted
selection (MAS). For example, they
are important in backcross
selection of normal and transgenic
plants. Another use is the map
based cloning (MBC), also called
cloning by phenotype, or positional
cloning. To evaluate the use of
molecular markers in variety
distinction a molecular pedigree
was compared with a known
pedigree. We did a study where
we took the genomic DNA of
soybean, some of them bred for
resistance to cyst nematode, and
compared data obtained from DAF
and RFLP and checked how reliant
and efficient the data were, as
compared with the pedigree. We
observed that the DAF and RFLP
dendrogram have a high coinci-
dence, over 90%, with the
pedrigree known by breeding. We
observed individuals in the same
leassons from this analysis. First,
the DAF analysis required only

seven primers for this dendrogram.

Second, RFLP analysis required 53
probes because the RFLPs only give
two to three bands each time. On
the other hand, DAF patterns give
between 40-100 silver—stained
bands depending upon the gel
used. Thus, multiplex techniques,
like DAF and AFLP, provide effective
means to determine the genetic
and evolutionary relatedness for a
diversity of species.
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The second area of work for
markers is in marker assisted
selection. This is important for
agronomy and provides the
linkage point between molecular
biology and agronomy. The
advantage of marker assisted
selection is that it is independent
of the environment. Plant breeders
know that in a bad season
phenotypic selection is deficient; it
is difficult to differentiate suscepti-
ble from resistant genotypes, or if
the fungus attacked the plants.
Molecular markers are inde-
pendent of the plants age. For
example, if you are working with
Vitis vinifera or Pinus radiata, it is
not necessary to wait ten to twenty
years in order to determine plant
phenotype (say for wood growth or
wine stability).  With molecular
markers you can search the genetic
characteristics within a few days
ofter germination or in the bud of
a tree. However, you first need to
know the correlation or association
between the inheritance of the
molecular marker and the
phenotype. This may require some
investment in time and money, but
the initial investment is valuable as
the resulting map is forever, and,
for the entire species being studied.
Another advantage is that you can
utilize only part of the plant, for
example, the embryo or part of the
primary leaf. All these advantages
reduce the time required for plant



breeding and selection.

Molecular markers are very
efficient for backcross conversion
needed fo introgress new fraits into
established elite lines. This was
done with a backcross selection in
soybean. Usually the objective of
plant breeding is to obtain a supe-
rior plant, but this plant may not
have some desirable genetic
characteristics, for example, fungus
resistance; this genetic resistance
might be present in a wild plant, a
weed that is good for nothing but
has this resistance gene. In the
usual crossing or breeding it is
utilized a cross between the
parents, but in the first generation
(F1) we have 50% of the genome
we are looking for. Therefore it is
necessary to make several
backcrosses to the desired parent
in order fo recuperote the gene in
a homozygous state with as little
as possible of the bad DNA of the
wild parent. This take about six to
eight generations to substitute most
of DNA. In the first generation,
the F1 hybrid was backcrossed with
the elite parent; in this case we
know statistically that we are going
to have 25% from the donor
genome and 75% from the good
parent; in the next generation this
is going to be 12,5%, then 6,25%
in the next backcross. These are
statistical averages; this is what we
explain to our students when we

" generation
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teach them genetics in plant
improvement. Notwithstanding
when we see the genetic structure,
using total genome analysis with
molecular markers, we see that
there is an unequal distribution in
the genome because during
meiosis plants did not put exactly
the saome amount of DNA from
each of the grandparents in the
pollen. Therefore, we see that
there is a distribution that is not
exactly the statistical average.

Because of this distribution you can

see that really there are some
plants that have less DNA from the
unwanted parent, and thanks fo
this molecular situation we can
select different plants. So here the
backcross is done with a newly
selected plant, known for its under-
representation of the donors
genome. This results in a new
distribution in the subsequent
generation, gaining more than one
in efficiency of
backcross conversion and intro-
gression of a new trait.

Using this technology, a bio-
technology company from Madi-
son, Wisconsin, has achieved
backcross conversions using seven
traits attaining more than 99% of
homozygosity in the genome in
about two years. No plant breeder
is able to introduce five or seven
genes to get a new homozygous



variety in such a short time. So,
classical breeding together with
molecular technology can generate
genetic transfer of traits without
recombinant DNA technology.

The third area of application of
molecular markers is the cloning—
by-phenotype or positional clo-
ning. The idea is that when we
have a gene, whatever it may be,
close to it could be a linked
molecular marker, such as a RFLP
or a PCR/DAF marker. For exam-
ple, in soybean the superno-
dulation gene was closely linked to
several markers based in PCR/DAF
or RFLP that enabled us to select
for this trait. The steps for posi-
tional clonation are these: first you
have to detect the phenotype, de-
termine its genetics, see if it is a
monogenic or polygenic trait. This
approach can be used in either
genetic situation, but it is easier with
monogenic traits. The second
point is detection of the linkage
between the molecular marker and
phenotype; usually this is done is
segregant populations. The third
stage is to detect molecular
markers that flank or that are by
the side of the target gene which
we achieve through recombination
analysis.
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Once we have this, we proceed to
isolate a long piece of DNA
(ussually as large as 100-300 Kb)
that includes the flanking markers.
This procedure usually is done by
cloning in yeast artificial chromo-
somes (YACs) or in bacterial artifi-
cial chromosomes (BACs). After
cloning it is necessary to detect
whether the candidate YAC or BAC
encodes a cDNA. After screening
for this piece of cDNA it is
necessary to go back and check
that the candidate clone is really
functional. We introduce a
molecular clone into a mutant
(presumed recessive) phenotype in
order to correct it with the dominant
allele. In this stage transformation
is very important because we are
coming back to the plant.

In conclusion, this short overview
demonstrates (1) that many types
of molecular markers are
available, (2) that some technol-
ogies and approaches have
advantages, (3) that these have
numerous potential applications
and, most importantly, (4) that all
serious plant breeding and
improvement programs around the
world, including Chile, require this
approach to be adaptable to
changing demands of the market
and the environment.



SITUACION DE LA BIOTECNOLOGIA EN LOS
CULTIVOS TROPICALES

Jacques Meunier
CIRAD
Montpellier, France

El Centro de Cooperacién interna-
cional de Investigacién Agronémi-
ca para el Desarrollo (CIRAD) es
un organismo cientifico francés es-
pecializado en la agricultura de las
regiones tropicales y subtropicales.
Su mision es la de contribuir al de-
sarrollo de estas regiones, median-
te investigaciones, realizaciones ex-
perimentales, capacitacién, infor-
macién cientifica y técnica.

Por esta razén, esta ponencia tra-
tard sobre los cultivos tropicales, y
mds especialmente los cultivos
perennes. Se discutirdn, principal-
mente tres puntos: en primer |u-
gor, el estado de la ciencia en lo
que concierne a los cultivos tropi-
cales; en segundo lugar, la situa-
cién de las biotecnologias en los
paises en vias de desarrollo; y por
Gltimo, algunas ideas sobre los
problemas y los mitos que se en-
cuentran frecuentemente a propé-
sito de las biotecnologias.

|. La biotecnologio aplicada a los
cultivos tropicales.
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Desde el punto de vista de las
biotecnologias, las plantas tropi-
cales no son diferentes de las de-
mds. Casi con todas las especies
de importancia econédmica mayor
como el arroz, la yuca, el maiz, la
mandioca, el mani o el algodén
se obtuvieron notables resultados
en materia de multiplicacién
vegetativa in vitro. El CIRAD estd
también implicado en numerosas
investigaciones en fases mds o
menos avanzadas relacionada con
la biologia celular, andlisis
gendmico y transferencia de
genes, los cuales se han desarro-
llado en cooperacién con los Cen-
tros Internacionales y de las Uni-
versidades del Norte. Estudios si-
milares se han realizado con culti-
vos perennes industriales. Por
ejemplo, se multiplica in vitro, a
nivel industrial, cafe, pldtano, fru-
tales y especies forestales como
Eucalyptus, Acacia, Teca, Casua-
rella, efc.

Se han crioconservado numerosas
especies como el cocotero, la pal-



ma aceitera o el café. Se dispone
de mapas genémicos avanzados
para cacao, cafa de azdcar, cau-
cho y pldtano. Al respecto, sefa-
lamos que la carfografia de la cana
de azicar podia parecer un traba-
jo ambicioso debido al alto nime-
ro de cromosomas de esta planta
(mds de 120); sin embargo, gro-
cias al mapa y a los genes del maiz
y al explorar el fenémeno de
sintenia, resulté posible obtener un
primer mapa con numerosos mar-
cadores en un plazo de dos afos.

Con respecto a la ingenieria
genética, los trabajos permanecen
todavia en estados preliminares y
conciernen, por ahora, la puesta
a punto de métodos de transfor-
macién, construcciones genéticas
y primeras manifestaciones de
marcadores clésicos. Las primeras
prioridades tratan sobre la intro-
duccién de resistencias a los insec-
tos y a los virus. Se han regene-
rado plantas transformadas para
algodén vy citricos.

Il. La situacién de las biotecno-
logias en los paises en vias de
desarrollo

Si se deja a un lado los Centros
Internacionales de CGIAR
(CIMMYT, CIAT, ICARDA, IRRI,
ICRISAT, etc.) que son lugares de
excelencia donde se puede produ-
cir lo mejor en términos de biotec-
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nologias, y con excepciéon de al-
gunos paises recientemente
industrializados que optaron por
una politica de "biotecnologia ade-
lantada" (Brasil, Malosia, México,
Tailandia), se observa que, en ge-
neral, existen numerosos labora-
torios en los paises en vias de de-
sarrollo. Estos laboratorios se li-
mitan, la mayoria de las veces, a
la puesta en marcha de tecnolo-
gias bésicas en el dmbito del culti-
vo in vitro y con dos objetivos ma-
yores: la capacitacién en el marco
de las universidades, y la multipli-
cacién de masa en el marco de
proyectos de desarrollo. Estos la-
boratorios lograron relevantes re-
sultados para la multiplicacién de
los plétanos (entre 200 y 400 mi-
llones de plantas in vitro produci-
das en total en El Ecuador, Colom-
bia, Filipinas, Tailandia...), el café
también es micropropagado en la-
boratorios en Costa Rica, en Co-
lombia o en Uganda, y la palma
aceitera en Malasia, Indonesia o
Costa de Marfil. Sin embargo, se
trata de producciones en masa y
los objetivos son més de tipo eco-
némico que cientifico. Ademds,
muchos laboratorios construidos
en base a una sencilla transferen-
cia de tecnologia, en el marco de
cooperaciones bilaterales, experi-
mentan serias dificultades técnicas
y financieras para asegurar un fun-
cionamiento normal.



{ll. Problemas y mitos.

El problema més comin en mate-
ria de biotecnologia es seguramen-
te la ausencia de objetivos. Asi,
se confunden los métodos con las
metas, las herramientas con los
productos. A falta de objetivos cla-
ramente definidos, se oculta el
andélisis de los aspectos técnicos,
econdmicos y sociales; es decir, las
cuestiones esenciales relativas a
cémo hacerlo, a qué costo, con

qué consecuencias. Por otro lado, .

la palabra "biotecnologia" por si
misma resulta generadora de cier-
tos mitos. En primer lugar, existe
la creencia, adn viva en algunos,
de que esta herramienta permitird
proporcionar soluciones fdciles y
rapidas a numerosos problemas,
Es cierto que las biotecnologias
ofrecen relevantes e interesantes

potencialidades pero no si se con-

sideran de forma aislada. Por
ejemplo, resulta poco problable
que las biotecnologias proporcio-
nen grandes adelantos a una es-
pecie cultivada, si no se integran
en un programa de mejoramiento
genético fuerte y estructurado, y si
resulta relativamente fécil realizar
ingenieria genética sobre modelos,
resulta mucho mds primordial
transferir un gen de interés agro-
némico en un genotipo de valor.

Desgraciadamente existen labora-
torios construidos para desarrollar
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el cultivo in vitro que ni siquiera
tienen plantas para multiplicar .
Peor todavia, ocurre, de forma in-
sidiosa, que mediante el juego de
las competencias presupuestarias,
los programas de mejoramiento
sean limitados e inclusive abando-
nados, para dedicarse a las
biotecnologias.

En otra drea, a menudo se men-
ciona el interés de técnicas tales
como la conservacién in vitro y la
crioconservacién para preservar la
diversidad genética. Sin negar el
interés de estos métodos, estamos
obligados a constatar que, por
ahora, muchas veces estas prdcti-
cas terminan en una reduccién de
la variabilidad. En primer lugar,
porque la tecnologia no se domi-
na adn lo suficientemente bien y
sigue siendo muy "selectiva" a ni-
vel celular, inclusive a nivel de
genotipo. Ademds, los trabajos se
limitan, por lo general, a algunos
genotipos -los més interesantes o
de més valor-, dejando de lado
una relevante cantidod de mate-
rial supuestamente de menor inte-
rés a falta de medios, de voluntad
o de organizacién adecuada.

Un segundo mito frecuente es que
las biotecnologias son demasiado
sofisticadas y demasiado caras
para los paises en vias de desa-
rrollo. La mayoria de los Estados
tropicales no tienen ni las



infraestructuras ni los cientificos
capacitados para poder usar las
biotecnologias eficazmente, pero
pareciera que se trata mds de un
problema de organizacién a nivel
nacional o regional que de una fal-
ta de capacitaciones o de medios.

En relaciéon a los costos, es impor-
tante comparar los de las
biotecnologias con los de los mé-
todos tradicionales, antes de deci-
dir que método usar.

Las plantas perennes necesitan en-
sayos de gran tamafio (media a
una hectdrea por familia) durante
largas temporadas (20 a 30 afios).
En estos casos, se concibe que los
marcadores moleculares pueden
proporcionar una ventaja econd-
mica considerable en la acumula-
cién los genes interesantes y la
seleccién precoz de los genotipos
a conservar.

Al contrario, la identificaciéon de
genoftipos ilegitimos podria evitar,
mantener y difundir genotipos no
deseables, como ha ocurrido en
ciertas plantaciones de drboles de
caucho o de palma.

Por Ultimo, quedan los grandes de-
bates-controversias sobre los ries-
gos, biolégico, econémico, socio-
l6gico, enlazados con la introduc-
cién de estas tecnologias en las
sociedades en vias de desarrollo.
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No obstante, en este dmbito mu-
chas afirmaciones no poseen nin-
gun fundamento cientifico.

Los riesgos bioldgicos existen, no
se deben negar ni subestimar.
Estos resultan dificiles de estimar
en términos absolutos y ain mds
en términos relativos, dado que lo
que importa, en efecto, es el ries-
go (inevitable) que la sociedad
puede aceptar respecto a otros
riesgos (la pobreza, por ejemplo).

Las consecuencias sociales y eco-
némicas resultan muy dificiles de
prever. Se necesitan estudios se-
rios de prospectiva, y lo peor, no
es seguro. La retrospectiva puede
también ayudarnos. Se observa-
rd, por ejemplo, que los adelantos
realizados en los Ultimos 30 afos,
que a menudo van mucho més allé
de lo que se puede esperar de las
biotecnologias, no han modifica-
do fundamentalmente las estruc-
turas de las producciones, y que
las grandes mutaciones que pudie-
ron haber ocurrido (palmera, ca-
cao) se encuentran més enlazadas
con las politicas agricolas y socia-
les de los Estados, que con los
adelantos cientificos propiamente
tal.

En conclusién, reafirmamos nues-
tra conviccién del interés de las
biotecnologias para los paises en
vias de desarrollo. Tal vez es en



estas mismas regiones donde la
utilizacién de las biotecnologias
deberia ser prioritaria como una
forma de hacer frente a los gran-
des debates globales, como la ali-
mentacién, el medio ambiente o
la sustentabilidad del desarrollo,
dado que son los paises en vias
de desarrollo los que presentan los
problemas mds graves (problemas
de produccién para satisfacer la
demanda de una poblacién cre-
ciente; de sistemas de cultivos a
menudo demasiado extensivos; de
proteccién contra enfermedades y
plagas; problemas de conserva-
cién de la biodiversidad, més rica
en la zona intertropical que en
cualquier otra parte; problemas de
proteccién del medioambiente, de
los suelos y agua).

Estos paises tienen también cier-
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tas ventajas comparativas, no sélo
en términos de costo de la mano
de obra, sino también en términos
de potencial de produccién y de
progreso (plantas oleaginosas, fru-
tos, etc.).

No creemos que la biotecnologia
pueda resolverlo todo, pero esta
herramienta tiene que desempe-
Aar su papel en la investigacion
para el desarrollo. Sin embargo,
su uso debe ser racional y justifi-
cado en el marco de proyectos de
investigaciones multidisciplinarias
y coherentes cuyos objetivos se
adaptardn a las necesidades efec-
tivas de las sociedades del Sur. Por
lo tanto, es necesario incluir en los
grupos de reflexién a especialis-
tas de ofras dreas, en particular,

economistas, socidlogos y politicos.



USO PRACTICO Y MASIVO DE MARCADORES MOLECULARES
EN CEREALES. APUNTES Y PERSPECTIVAS DEL CIMMYT

Diego Gonzdlez de Ledén
CIMMYT
México D.F., México

l. Infroduccion

Para los fines de esta conferenciq,
se expondrd la experiencio que se
ha tenido en el CIMMYT en cuan-
to a la aplicacién de los marcado-
res moleculares. Estas descripcio-
nes pueden ayudar a los grupos
aqui presentes, a darles una idea
de cémo se estd organizando,
como se definen prioridades, y
hacia dénde se dirige la aplicacién

de esta tecnologia en el CIMMYT.

El Centro Internacional de Mejo-
ramiento en Maiz y Trigo (CIMMYT)
se ha dedicado en los Gltimos trein-
ta anos al mejoramiento del maiz
y el trigo para el mundo tropical y
subtropical. Su gran impacto a tra-
vés del mundo, en cuanto al ger-
moplasma mejorado distribuido
seria el tépico de otra charla. En
los Gltimos cinco afos ha habido
un cambio de politica importante
en el CIMMYT, en lo que se refiere
a las tecnologios para el fitome-
joramiento, con la fundacién de los
nuevos Laboratorios de Biotec-

J
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nologia Aplicada. Estos laborato-
rios se organizaron alrededor del
de genética molecular aplicada,
mds adelante se agregaron los la-
boratorios de Ingenieria Genética
y, mds recientemente, el de Biolo-
gia Molecular Aplicada y el de
Citologia y Embriologia Molecu-
lares Aplicadas.

El objetivo global de nuestro tra-
bajo es, por una parte, proveer al
fitomejoramiento de metodologias
més eficaces mediante la utiliza-
cién de técnicas modernas de
biotecnologia, y por otra, proveer
asistencia técnica y académica a
los asociados de CIMMYT, esto es,
los programas nacionales del mun-
do en desarrollo, en la aplicacién
de las biotecnologias.

Estos mandatos los hemos puesto
en marcha a través de tres gran-
des actividades:

(1) Evaluacién y Adaptacién de Tec-
nologias
En la evaluacién y adaptacién de



tecnologias a nuestras condiciones
y problemdticas locales, tuvimos el
desafio de adaptar técnicas
moleculares al uso a gran escala.
Los problemas de mejoramiento
genético, cualesquiera que sean,
son problemas de grandes nime-
ros, y hemos dedicado parte de
nuestro esfuerzo a implementar
tecnologias que permitan aplicar-
se a gran escala. Desarrollamos
estas tecnologias sin usar isétopos
radioactivos para reducir los pro-
blemas multiples asociados a és-
tos, asi como para facilitar su trans-
ferencia a otros laboratorios. El
Mariual de Protocolos de Labora-
torio se ha distribuido en forma
gratuita a cerca de 200 laborato-
rios que lo han pedido. Por otfro
lado, hemos escrito varios progra-
mas de computacién, unos con el
fin de verificar y controlar la canti-
dad de los datos genéticos que re-
cogemos en nuestros experimen-
tos, otros con el fin de calcular los
costos operativos del laboratorio
para mantenerlos en un minimo.
Recientemente contratamos a un
Biometrista para trabajar en nue-
vas metodologias para el mapeo
de loci de caracteres cuantitativos
(QTLs) vutilizando marcadores
moleculares.

(2) Capacitacion y Transferencia de
estas tecnologias

En esto drea tenemos planeados
cursillos. El primero se impartird a
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fines de noviembre de este afo.
Este durard dos semanas y serd fi-
nanciado por ITMI, la Asociacién
Internacional de Mapeo de las
Triticeas, PIONEER HiBred y
CIMMYT. Por otro lado, hemos
tenido bastante éxito y popularidad
con el entrenamiento de cientifi-
cos visitantes que vienen por unos
dias y hasta por afo y medio. Tam-
bién hemos porticipado en varias
redes internacionales para el uso
de marcadores moleculares. En
esta ocasion limitaré mi exposicién
a explicar como estamos organi-
zados en el Laboratorio de
Genética Molecular Aplicada
(AMGL). Nuestros asociados pri-
marios son, por supuesto, los pro-
gramas de Trigo y Maiz del
CIMMYT, pero también tenemos
algunas colaboraciones con otras
instituciones privadas, internacio-
nales y nacionales.

(3) Investigacion Colaborativa

En el drea de investigacion colabo-
rativa el objetivo principal del La-
boratorio de Genética Molecular
Aplicada es identificar segmentos
gendmicos de interés para los pro-
gramas de maiz y trigo, y utilizar
marcadores moleculares para
manipular y transferir estos seg-
mentos de lineas donadoras a
otras en vias de mejoramiento.
Desde hace un afo y medio em-
pezamos en el CIMMYT a aplicar
el concepto de Seleccién Asistida



por Marcadores (SAM) para la re-
sistencia a insectos y la tolerancia
a la sequia en maiz. También he-
mos hecho algunos estudios, pero
mdés bien superficiales en el cono-
cimiento de la diversidad genética

del maiz y del trigo utilizados en
CIMMYT.

Il. Definicién de prioridades

Para decidir en que problemas en-
focarnos y definir las prioridades,
tenemos criterios muy estrictos:

Primero que nada, las prioridades
~reales, aquellos problemas de me-
joramiento mds urgentes, las defi-
nen realmente los fitomejoradores
de CIMMYT, no las definimos no-
sotros. Nosotros aplicamos los
criterios siguientes para decidir
cuando es pertinente aportar so-
luciones por via de la biotecnologia
aplicada. Se consideran:

® laimportancia del aspecto en

cuestion para los clientes del
CIMMYT (criterio derivado de
las prioridades dictadas por los
fitomejoradores).

La falta de soluciones adecua-
das mediante las tecnologias
tradicionales.

La posibilidad de solucionar el
problema mediante la biotec-
nologia, y
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La ventaja estratégica de inten-
tar solucionar el problema en

el CIMMYT.

Después de analizar la lista de
prioridades de los mejoradores,
deducimos una nueva lista que
cumpla con los cuatro criterios arri-
ba mencionados. Por ejemplo, en
el Programa de Trigo hemos se-
leccionado y estamos trabajando
en la genética de la resistencia
durable a la roya de la hoja. En el
Programa de Maiz, del cual voy a
presentar algunos ejemplos con
mayor detalle, la biotecnologia ha
tenido un mayor impacto. La ra-
zén de esto es simplemente que
las herramientas de marcadores
moleculares para esta especie tie-
nen ya un desarrollo de diez afios,
contra solo dos en el caso del tri-
go. Por consecuencia, ha habido
un avance mucho mds rdpido en
el estudio de este cultivo en mu-
chos laboratorios. En los Gltimos
tres afos nos hemos dedicado al
estudio de la resistencia a insec-
tos, la tolerancia a la sequia y, re-
cientemente, en un proyecto finan-
ciado por el Reino Unido, a la re-
sistencia a la pudricién de la ma-
zorca. Tenemos también una co-
laboraciéon con el Gobierno de
Francia en el estudio de la resis-
tencia al rayado del maiz (MSV).
Los proyectos obviamente reflejan
los objetivos y las prioridades defi-
nidas por los mejoradores. Tene-



mos también una actividad de alto
riesgo en colaboracién con el Go-
bierno de Francia, en la cual esta-
mos trabajando con Tripsacum, un
asociado silvestre del maiz que
puede reproducirse asexualmente
por medio de semillas, esto es
apomicticamente. El objetivo serd
producir un maiz apomictico, que
permita simplificar la disponibili-
dad de hibridos heteréticos para
los campesinos de bajos recursos.

ll. Marcadores Moleculares

En cuanto a los marcadores
moleculares hemos desarrollado
mas que nada la aplicacién de los
RFLPs a gran escala, porque pen-
samos que son una tecnologia muy
robusta que permite obtener resul-
tados bastante confiables. No es-
tamos muy seguros de la utilidad
de los RAPDs todavia, por lo me-
nos en lo que concierne al maiz;
en trigo si los hemos usado para
estudios genéticos con bastante
éxito, pero después de modificar
al ADN genémico total de tal suerte
que contenga un minimo de se-
cuencias repetitivas.

Una de las consideraciones en la
eleccién de RFLP es el costo (Ragot,
M. and D.A. Hoisington. 1993.
Molecular markers for plant
breeding: comparisons of RFLP and
RAPD genotyping cost. Theoretical
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and Applied Genetics 86:985-
984). Hemos demostrado que el
método no radiocactivo con
digoxigenina basado en la
guimioluminescencia es mds ba-
rato que el que usa radioactividad

con 32p y es bastante mas barato
que el de los RAPDs.

Ejemplos de la aplicacién de los
marcadores moleculares al estu-
dio de la genética de caracteres
cuantitativos.

La mayoria de los caracteres para
los cuales se ha pensado en una
solucién por medio de marcado-
res moleculares son relativamente
complejos y probablemente
multigénicos. Es preciso enfatizar
primeramente un punto muy par-
ticular del cual depende el éxito de
la genética molecular aplicada: la
precisién de las mediciones del
cardcter estudiado, y el mejora-
miento, en ensayos replicados en
diferentes ambientes y afios. Sien-
do el problema fundamentalmen-
te de genética, precisa contar con
poblaciones genéticas derivadas
de cruzas entre lineas puras que
difieran significativamente en la
expresién del cardcter a estudiar.
Por un lado se construye un mapa
de ligamiento de marcadores
moleculares a partir de los
genotipos para estos marcadores
de cada individuo F,. Tipicamen-
te, cada individuo F, es autopo-



linizado para producir una familia
F, que servird para realizar las
pruebas de campo para el cardc-
ter o caracteres en particular. A
veces es preciso aumentar la se-
milla de cada familia F, por cruza-
miento planta a planta de unas
veinte plantas de una familia, para
asegurar asi la disponibilidad de
semilla para todos los ensayos. En
CIMMYT utilizamos un disefio en
lattice con 2 6 3 repeticiones, en
dos ambientes diferentes y, de ser
posible, en dos afios diferentes.
Los valores promedio del cardcter
de cada familia F3 representan
una medida del fenotipo de la
planta madre F, original. Utilizan-
do varios simples y no tan simples
algoritmos, se puede establecer
segmentos del genoma delimita-
dos por marcadores particulares,
dentro de los cuales se declara,
con un grado de significancia es-
tablecido, la presencia de un QTL,
esto es de un factor genético que
contribuye a la expresién del ca-
racter medido.

Es evidente por lo tanto que si no
se tiene una forma de medir el
cardcter con gran precisién en toda
la poblacién no es posible llegar a
conclusiones Utiles, por no decir
vdlidas. Muchas de las técnicas
de evaluacién de caracteres para
el fitomejoramiento, sin dejar de
ser efectivas, generalmente sélo
atienden parte de la distribucién
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de fenotipos segregantes especial-
mente de valores intermedios.
Serdn muchos, por lo tanto, los
fitomejoradores que se decepcio-
nardn al saber que para algunos
de los caracteres mas dificiles de
evaluar, no existird una solucién
por medio de marcadores molecu-
lares hasta que se resuelva el pro-
blema mismo de la evaluacién pre-
cisa del cardcter, cualquiera que
sed su costo.

Consideremos el ejemplo de la flo-
racién en maiz. En maiz se ha en-
contrado que si se mejora la
sincronizacién entre la floracién
masculina y la femenina, uno pue-
de tener una tolerancia mayor a
la sequia, en términos de rendi-
miento de grano, cuando ésta ocu-
rre en el momento de la floracién.
Variedades que tienen poca sincro-
nia floral bajo condiciones de
estrés hidrico tienden a rendir
poco, obviamente, porque el po-
len sale mucho antes de los pelos
del choclo. Si bien es un cardacter
de simple y precisa medicién, en
programas donde se necesitarfa
seleccionar por esta sincronia flo-
ral, generalmente no se cuenta con
las condiciones apropiadas de irri-
gacién para realizar estos traba-
jos bajo niveles de estrés hidrico
bien controlados. Ademds se re-
quiere que el periodo seco duran-
te el cual se lleva a cabo el experi-
mento esté totalmente desprovisto



de lluvias ocasionales, que provo-
carian la pérdida de los datos para
ese ciclo. Por lo tanto, decidimos
trabajar en el nivel molecular, ha-
ciendo un estudio de poblaciones
F, en segregacién usando RFLPs, y
encontramos que ésta caracteris-
tica de sincronia floral estd deter-
minada por seis factores o QTLs,
tal vez siete, en el genoma del
maiz. Este mapa genético del maiz
tropical, el primero que se ha he-
cho, nos ha permitido plantear un
proyecto ya en curso de transfe-
rencia de segmentos gendmicos
que confieren una buena sincro-
nia floral a lineas que requieren
de esta caracteristica para poder
ser introducidos a regiones con
mayor sequia durante el periodo
de floracién. Este proyecto cum-
ple con todos los criterios de se-
leccién definidos mas arriba.

Otro problema que hemos estado
estudiando bastante a fondo, es el
problema de la resistencia a insec-
tos barrenadores del maiz, sobre
todo aquellos que atacan las ho-
jas en el periodo temprano del cre-
cimiento de la planta. Para este
estudio se requiere realizar
infestaciones generales en campos
muy grandes, en ensayos replica-
dos, realizar evaluaciones por ex-
pertos que pueden decidir cual es
el dafo causado por el insecto.
También se requiere un laborato-
rio muy grande de cria de insec-
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tos, para poder producir millones
de larvas que se necesitan para
infestar grandes cantidades de
plantas en cada ciclo (dos ciclos al
afio en CIMMYT). Es evidente que
los programas convencionales de
mejoramiento de la resistencia a
este tipo de insectos son muy ca-
ros, largos y laboriosos.

En este caso, y a pesar de que exis-
te una solucién convencional, he-
mos decidido usar los marcadores
moleculares para tratar de ayudar
a los mejoradores a llevar a cabo
su tarea mds répido. Aqui, sin em-
bargo, el panorama del mapeo de
los QTLs es mucho mds complica-
do de lo que vimos en el caso de
la sincronia floral. Existe un gran
numero de QTLs que parecen con-
trolar la resistencia al insecto, y al-
gunos de estos QTLs tienden a ser
detectados en un ambiente pero
no en ofro, en un ano pero no en
otro, aumentando asi la dificultad
de la inferpretacién de los resulta-
dos para su aplicacién. La existen-
cia de QTLs "poco consistentes” no
quiere decir que estén finamente
controladas por el ambiente y que
entran en operacién segin el am-
biente y el tipo de infestacién. Es-
tos ejemplos demuestran dos co-
sas importantes, el de sincronia flo-
ral, donde se tiene una consis-
tencia muy clara de los factores
de resistencia de un ambiente a
ofro y, la susceptibilidad al ataque
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Figura 1. Esquema de seleccién asistida por marcadores: and-

lisis del cardcter en la generacion

de insectos en grandes variacio-
nes de un germoplasma a ofro, y
con grandes variaciones ambien-
tales.

Cuando empezamos el mapeo de
QTL de insectos, pensdbamos que
ibamos a tener resultados mucho
mas fdciles de entender y disefa-
mos un primer experimento, en el
cual nos habiamos propuesto
transferir la resistencio de una va-
riedad con buena resistencia a in-
sectos, a una linea africana élite
producida por el CIMMYT, siguien-
do un esquema cldsico de retro-
cruza. Como vimos que habio pro-

F2:3
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blemas muy particulares en el
mapeo de los genes de resistencia
a insectos, decidimos volver a
mapear esta retrocruza y encon-
tramos que habia tres regiones
muy significativas en el cromosoma
siete, nueve y diez que contribuian
a la resistencia a insectos. Cons-
truimos un ideograma del mapa
genético que habria de tener la
variedad africana mejorada. En
cada generacién de retrocruza
(BC, y BC,) seleccionamos en el
laboratorio, aquellos individuos
que ademds de contener los seg-
mentos importantes para la resis-
tencia al insecto, contenian tam-



bién un méximo de loci provenien-
tes de la linea recurrente a mejo-
rar. En estos momentos estamos
haciendo las autofecundaciones de
las plantas BC,F, seleccionadas
por marcadores y cruzas entre es-
tas plantas para medir en el com-
po durante el préximo ciclo de in-
vierno, cual ha sido la magnitud
de la mejoria en la resistencia a
insectos después de la seleccién
asistida por marcadores.

La seleccién asistida por marca-
dores

En la Figura 1 se muestra como
estomos aproximdndonos al pro-
blema de la seleccién de factores
multiples en un programa de me-
joramiento por retrocruza, usando
marcadores moleculares. Se tie-
ne que pasar, forzosamente, por
una etapa de mapeo genético con
pruebas de campo de familias F,
que representan a los individuos
F,, para medir con precisién el
cardcter adecuado. Este parece ser
mucho trabajo, pero en CIMMYT
podemos realizar un mapa
genético del maiz con unos 150
marcadores, es decir, una densi-
dad genética de aproximadamen-
te 10 cM, en dos meses y medio,
por lo tanto, no es una etapa
limitante para nosotros. Quiero
enfatizar que la utilizacién de mar-
cadores moleculares no necesaria-
mente simplifica enormemente el
trabajo. Muchas veces se requiere
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varios pasos, en los cuales hay que
analizar con marcadores molecu-
lares; necesitan etopas de ensa-
yos replicados en el campo y cru-
zas con probadores para determi-
nar si las variedades que estamos
produciendo han recuperado su
habilidad combinatoria.

Dentro de este complejo esquema
hay muchas consideraciones que
modulan sus posibilidades de éxi-
to: el tamafo de poblaciones que
se pueden utilizar, las estrategias
de los cruzamientos que podemos
hacer, los protocolos experimenta-
les robustos, la logistica de labo-
ratorio y de compo, etc. Las po-
blaciones usadas en los ejemplos
anteriores son de entre 250 a 500
individuos, caracterizadas en el la-
boratorio para 150 marcadores.
Por supuesto, hay que reducir el
costo de estas operaciones: Que-
remos una aplicacién de una
biotecnologia rdpida y de bajo
costo, por lo tanto, tenemos que
alejarnos de sistemas que depen-
den de la hibridacién del DNA,
como lo son los RFLPs y pasar a
sistemas que dependan mas de la
reaccién en cadena de la
polimeraza (PCR), y si es posible
eliminar las separaciones en gel,
que probablemente es el cuello de
botella mas grande en este tipo de
aplicaciones.

En resumen, debemos pasar a una



escala mayor. En este momento,
nosotros podemos obtener en
CIMMYT 18.000 genotipos dife-
rentes, cada dos dias, con un equi-
po de tres personas. Eso es uno
aplicacién masiva de los RFLP; es
relativamente costosa, pero se
puede obtener rdpidamente mu-
cha informacién. Sin embargo, te-
nemos que pasar realmente a una
etapa mayor, de miles, para po-
der aplicar este tipo de tecnolo-
gios al fitomejoramiento en rutina.
Por supuesto, surge la necesidad
de la automatizacién de ciertas
operaciones lo que aumentard los
costos enormemente, y que por lo
tanto afectard la transferencia de
este tipo de tecnologias a clientes

de CIMMYT.
IV. Epilogo

En conclusién, quiero recalcar de
nuevo que el trabajo de apoyar los
programas de mejoramiento
genético con marcadores mo-
leculares es posible sélo si se cuen-
ta con un programa adecuado al
mejoramiento. Otro factor que he-
mos descubierto con dolor ha sido
el de andlisis de datos; éstos son
probablemente los que llevan més
tiempo en este tipo de aplicacio-
nes. En este sentido, las meto-
dologias nuevas de biometria que
se han estado aplicando a este tipo
de andlisis, estdn evolucionando
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muy répido y requieren de exper-
tos en la materio.

Consideramos que el trabajo en
marcadores moleculares es un fra-
bajo que, a gran escala, requiere
medios relativamente fuertes y es
extraordinariamente laborioso y
tedioso; no es algo que quisiéra-
mos que nuestros fitomejoradores
hagan y una proposicién que tfe-
nemos en el CIMMYT es la de evo-
lucionar hacia un laboratorio de
servicios. Poseer un laboratorio
regional que pueda hacer exclusi-
vamente el trabajo tedioso de mar-
cadores moleculares. Nuestra obli-
gacién es proporcionar el mate-
rial vegetal y el laboratorio regio-
nal proporcionard los datos
moleculares en segregacién de los

'segmentos cromosémicos, y el

biotecnélogo en conjunto con el
mejorador, correlacionardn los re-
sultados genotipicos con los resul-
tados fenotipicos para la aplicacién
en fitomejoramiento. Es indudable
que para llevar a cabo este plan
es necesario contar con laborato-
rios grandes y a gran escala.

Quiero recordar que la biologia
molecular no serd una fuente di-
recta de variedades, pero es im-
perativo que esté integrada a un
programa tradicional de mejora-
miento que es realmente el que
apuntala este tipo de trabajo. Sin



embargo, estas tecnologias son
muy poderosas para ayudar ol
fitomejorador en la seleccién de
variedades mejoradas, y para
aportar soluciones novedosas a
problemas de fitomejoramiento.
Nosotros concebimos un grupo de
trabajo en el cual el genetista
molecular es simplemente un es-
labén, con un laboratorio de apo-
yo, dentro de un equipo multidisci-
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plinario, en el que entran una se-
rie de especialidades ademds del
fitomejorador.

Finalmente, quiero agradecer a
muchos de los colaboradores que
hemos tenido en CIMMYT tanto
dentro de los Laboratorios de
Biotecnologia Aplicada como, por
supuesto, de los Programas de
Maiz y de Trigo.



SITUACION ACTUAL Y POTENCIAL DE LOS MARCADORES
MOLECULARES EN EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES EN
CHILE

Guido Herrera
INIA
Santiago, Chile

Laos enfermedades de las plantas
tienen distintos origenes, pues pue-
den ser causadas por hongos,
bacterias, nemdatodos o por virus.
En general, la identificacién de en-
fermedades causadas por hongos
no ha sido gran problema desde
el punto de vista taxoné-mico.
Estos se pueden observar facilmen-
te en una lupa o en un microsco-
pio de luz; lo que permite estudiar
el tipo de micelio, sus estructuras
reproductivas y todos los elemen-
tos necesarios para realizar un es-
tudio taxonémico.

En un grado superior de compleji-
dad estén las bacterias. Sin em-
bargo, existen también pruebas
especificas de laboratorio para la
identificacion de estos patdgenos.
En el caso de micoplasmas y virus,
los métodos de identificacién se
hacen cada vez mds complicados.
Estos Ultimos son particulas micros-
cbpicas, no observables a simple
vista en condiciones de campo sdélo
se observan los sintomas que cau-
san. Por esta razén, y por largo

tiempo, los virus se han estudio-
do no por sus caracteristicas mis-
mas, sino indirectamente a través
de su sintomatologia. Por ejemplo,
para identificar un virus que afec-
taba a un frutal, era necesario
pasarlo a un huésped herbdceo,
donde éstos microorganismo pro-
ducen sintomas caracteristicos.
Esta situacién se complicaba adn
mds, ya que habia virus que en
un mismo huésped daban la mis-
ma sintomatologia, otros podian
dar distinto tipo de sinftomatologia
en distintos huéspedes, o diferen-
tes virus a la vez podian dar el mis-
mo tipo de sintomatologia.

‘Otro método muy utilizado en
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virologia para la identificacién de
virus fue la injertacién. Para virus
de frutales se injertaban en los
distintos huéspedes, y estos una
vez injertados debido a su suscep-
tibilidad a la enfermedad daban
sintfomas muy especificos. Con
este tipo de métodos la identifica-
cién de una enfermedad virosa
tomaba fdcilmente afos.



El desarrollo de la prueba ELISA y
su utilizacién masiva en la identifi-
cacién de virus parecié solucionar
el problema del largo tiempo que
necesitaban los métodos bioldgi-
cos. La prueba ELISA, considera
en el caso de los virus los siguien-
tes pasos: purificacién del virus,
inyeccion de este a conejos, pro-
duccién de anticuerpos en los co-
nejos y , finalmente, la identifica-
cién de estos anticuerpos, que
eran especificos para este tipo de
particulas. Este procedimiento
permitié disminuir el tiempo de
identificacién de afios a prdctica-
mente dias. En algunos casos,
para la identificacién de virus se
usé sueros policlonales, eso signi-
fica que los antisueros podian iden-
tificar distintos sectores de las mo-
léculas del virus. Posteriormente, el
desarrollo de la tecnologia permi-
tié el uso de sueros monoclonales
que eran mucho més particulares
y eran un epiteto del virus especi-
fico que se podia identificar. Esta
tecnologia permitié avanzar rdpi-
damente en el campo de la identi-
ficacién de un virus y diferencia-
cién de razas. '

Sin embargo, aun cuando la prue-
ba ELISA parecié ser la solucién,
los virdlogos y fitopatélogos com-
probaron que la identificacién de
éstos microorganismos era mds
compleja. Un virus en particular no
es sélo un grupo especifico de par-
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ticulas, sino mds bien, un enjam-
bre de ellas. Diferencias en pro-
porcién de los tipos de particulas;
puede significar virus o razas dife-
rentes de un mismo virus. En la
prdctica, esto significa relaciones
serolégicas asociadas. Un suero
especifico no solamente puede
identificar un virus en particular,
sino también, en algunos casos
puede identificar razas de virus
cercanos, pero que causan enfer-
medades diferentes. También se
observaron reacciones no especi-
ficas de la prueba ELISA, debido a
una cierta reactividad con compo-
nentes sanos de las plantas. Este
panorama, en muchos casos, més
que simplificar los sistemas de
identificacién, los complicé.

No obstante, como siempre ocu-
rre, se desarrollaron nuevas
metodologias asociadas a la
biotecnolgia. Una de estas meto-
dologias es lo que se lama el PCR,
que en realidad ha solucionado un
poco todos los problemas que
causaba la prueba ELISA, dando
una mayor eficiencia, una mayor
sensibilidad y certeza en el diag-
néstico de las distintas enfermeda-
des.

Los virus son en realidad un
capsémero de proteinas que va ro-
deando a un dcido nucleico. Este
es el que lleva la informacién
genética. Si vemos el acido nu-



cleico del virus esquematicamen-
te, en realidad es una secuencia
de éstas, varios miles de bases que
van dando la informacién para la
formacién de la cépsula, asocia-
cién con el huésped, capacidad de
infeccién y capacidad de asociar-
se o no asociarse a un vector de-
terminado.

Por ejemplo, el caso de la enfer-
medad de Sharkas o Plum POX
Virus (PPV), se han disenado oligos
que se aparean a sectores especi-
ficos de la secuencia del ARN viral.
El sector intermedio queda con una
secuencia especifica, de PPV y au-
sente en otro virus. Por tanto, si se
transcribe este sector de ARN en
ADN y se amplifica en un
termociclador, se obtiene suficien-
te material como para evaluarlo en
una electroforésis. En ese senti-
do, este tipo de fecnologia supera
largamente a todo lo que es la
transmisién en huéspedes o la

prueba ELISA.

El método de transcripcién reversa
seguido de PCR fue efectivo para
la identificacién inequivoca de PPV.
Esta grave enfermedad de los fru-
tales de carozo es el problema viral
mds importante de este cultivo en
Europa. Para su identificacién por
primera vez en el continente ame-
ricano fue imprescindible la utili-
zacién de tecnologias altamente
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confiables.

Otra enfermedad identificada en
nuestro laboratorio mediante la
misma tecnologia es el virus cau-
sante de la Tristeza de los Citricos
(CTV). Esta enfermedad aparente-
mente ha estado presente en nues-
tro pais por largo tiempo, sin em-
bargo en los dos Ultimos afios se
ha intensificado su efecto. Actual-
mente, se presentan productores
con infecciones de 40-50 % en
sus plantas. La utilizacién de RT-
PCR fue esencial para un diagnds-
tico confiable, y asf se descarta la
posibilidad de confusién con otro
tipo de enfermedades presentes en
el campo.

Estos Ultimos meses se ha trabaja-
do con un viroide que afecta al
cultivo del pepino dulce conocido
como "Potato Spindle Tuber Viroid"
(PSTV). Los viroides, a diferencia de
los virus, no estdn rodeados por
un capsémero de proteinas, sino
que corresponden al écido nu-
cleico desnudo. Dada su natura-
leza complican bastante el diag-
néstico en términos de generaciéon
de sueros. En esta situacién con
este tipo de tecnologia PCR, utili-
zando secuencias especificas del
viroide, podemos llegar también a
una identificacién bastante répida
y precisa.

En la actualidad se han identifica-



do dos nuevos viroides en el pais:
PSTV en pepino dulce y el viroide
causante de la Xiloporosis en citri-
cos. Esto es muy importante, por-
gue la sintomatologia que presen-
ta la xiloporosis se puede confun-
dir en algunos casos con el Virus
de la Tristeza de los Citricos en con-
diciones de campo. Muchos ex-
tensionistas confunden ambos vi-
rus, sin embargo a través de PCR
nosotros podemos distinguir abso-
lutamente cudndo una planta estd
siendo afectada por xiloporosis de
aquellas que estdn siendo afecta-
das por Tristeza, o incluso plantas
que tienen ambos factores.

Basado en estos antecedentes y mi-
rando un poco hacia adelante,
creo que hay tres puntos interesan-
tes que se pueden discutir en rela-
cién con la biotecnologia en el
campo de la sanidad vegetal. Pri-
mero, gran parte de la tecnologia
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o de la informacién disponible en
el extranjero tiene un componente
biotecnolégico. Segundo, la au-
sencia de grupos que utilizando los
métodos biotecnolégicos abar-
quen, en forma coordinada y
sistématica, la identificacién de
patégenos en las plantas. Apa-
rentemente, el Gnico grupo que se
ha gestado y orientado en estos

aspectos es el del CRI La Platina
de INIA.

Finalmente, me parece que el pais
necesita desarrollar un grupo
multidisciplinario de técnicos,
fitopatélogos y biotecnélogos,
para poder estudiar y establecer
este tipo de tecnologias, y traducir
las experiencias que se estdn lo-
grando en el extranjero, adaptar-
las y utilizarlas en los términos, o
de acuerdo a los problemas que a
nosotros nos estan afectando.



USO DE LOS MARCADORES MOLECULARES EN EL
DIAGNOSTICO PATOLOGICO

Chuck Niblett
University of Florida
Gainesville, USA

Se ha hablado mucho en esta Con-
ferencia de la parte cientifica; yo
le voy a dar un poco de filosofia a
algunas de las preocupaciones,
interrogantes e intereses que tiene
nuestro equipo de expertos. Esta-
mos muy impresionados con la
educacién, capacitacién y el com-
promiso de los cientificos chilenos
con quienes nos ha tocado parti-
cipar. A mi modo de ver hay cier-
ta confusién sobre el rol de nues-
tro equipo en este Plan. Algunas
personas quieren mucho detalle,
que nosotros tomemos todas las
decisiones y que les demos una
ruta. Estdn equivocados. Ustedes
son profesionales. La Unica dife-
rencia entre ustedes y nosotros, los
miembros del equipo de extranje-
ros, es la posicién de su ciencia en
estos momentos; la de ustedes
estd en vias de desarrollo, la nues-
tra es més madura. En este senti-
do, hay dos tipos de ciencia, lo
buena y lo mala. Nosotros sola-
mente queremos la buena. Asi que
con vuestra ciencia en vias de de-
sarrollo, es algo mds emocionan-
te y estimulante. Si nosotros mos-
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tramos esa ruta que algunas per-
sonas estdn esperando, van a es-
tar muy felices al comienzo, pero
mas tarde van a enojarse con no-
sotros porque les habremos roba-
do su creatividad y su originalidad.
Les habremos dicho coémo pensar,
y ese no es nuestro trabajo, uste-
des son profesionales y tienen de-
recho a hacerlo por si solos.

Pienso que nuestra responsabili-
dad es ayudarles a crear marcos
dentro de los cuales puedan tra-
bajar como pintores, pero son us-
tedes los que deben pintar, porque
la pintura viene del corazén, de la
mente, de la situaciéon dénde uno
se encuentra en un momento. Yo
no puedo pintar por ustedes. No-
sotros queremos trabajar con us-
tedes y crear marcos, dentro de los
cual puedan trabajar y nosotros
colaborar. Ese es mi primer punto,
esa es nuestra misién.

El segundo punto tiene que ver con
la colaboracién, con la coopera-
cién. Si la competencia es sana
todos competimos, porque el ha-



cerlo nos hace trabajar mas efi-
cazmente, mds efectivamente dia
tras dio. Pero demasiada compe-
tencia o ésta mal pensada puede
dafar. Vuestra ciencia estd crecien-
do mds rdpido que sus fuentes de
financiamiento, asf que todos es-
tdn compitiendo por los mismos
fondos reducidos. Quizds eso estd
inhibiendo la colaboracion y su
productividad, su cienciay la ve-
locidad a la cual estdn avanzan-
do. La mayoria de las ideas bue-
nas tienen buenos padres, pocos
aqui somos genios o abejas rei-
nas, somos trabajadores. Nos des-
pertamos en la manana, vamos al
trabajo, pero si nos escondemos
en nuestras oficinas o laborato-
rios perdemos el estimulo de nues-
tros colegas a nivel local, nacio-
nal e internacional, en esa situa-
¢ién realmente no podemos com-
petir en el escenario mundial. So-
lamente a través de la coopera-
cion y de la investigacién coope-
rativa es que podemos avanzar, si
trabajamos con colegas internacio-
nales y nacionales, si crecemos
como individuos y cientificos, y
nuestras perspectivas aumentan
astronémicamente, nuestro trabajo

es mads estimulante y a la larga so-.

mos mds felices con él.

Asi que nuestro consejo es que en
primer lugar piensen en su cien-
cig, porque eso es importante y eso
va a durar mds que ustedes; su
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misién aqui es muy corta, pero tie-
nen la oportunidad de contribuir.
En segundo lugar deben pensar en
su misién y, finalmente, deberian
pensar en ustedes mismos.

Ahora deseo hablar un poco de
ciencia. No voy a plantear nada
nuevo, sbélo voy a decirlo de una
manera diferente. Los marcadores
moleculares y otras técnicas se es-
tdn usando cada vez mds para
diagndsticos de enfermedades. En
este sentido, podemos preparar
sistemas de anticuerpos monoclo-
nales, policlonales, "primers" espe-
ciales, sondas de hibridizacién
para detectar todos los grupos
patégenos que afectan a las plan-
tas. Esto se estd usando a diario
en todos los paises del mundo, es
algo rutinario, pero existe un peli-
gro. Todos lo usamos para diag-
nosticar Chargras, Tristeza; es en-
tretenido, rapido, facil, publicable,
pero es coro. De manera que te-
nemos que asegurarnos de que
sea realmente necesario.

El PCR se uso en forma rutinaria
siendo cien veces mds sensible en
el caso de Tristeza de los Citricos,
pero es cincuenta a cien veces mas
caro que ELISA. Se pueden anali-
zar sblo unas pocas muestras dia-
rias con PCR, en primer lugar por
el costo y también por la prepara-
cion de las muestras. Esta es una
desventojo que puede ser limitante



al elegir y usar la tecnologia més
apropiada para llegar a nuestros
objetivos. En este sentido, un
ejemplo muy simple y Util fue el de-
sarrollado en la Universidad de
Florida. Cuando diagnosticamos
podemos usar los cuerpos de in-
clusién, que son estructuras Onicas
producidas en la célula afectada.
Este diagndstico necesita solamen-
te un microscopio de luz, muy co-
mun en los paises en vias de de-
sarrollo, y un buen técnico. Tie-
nen que haber buenas manos; es
técil, rapido y se pueden diagnos-
ticar infecciones en la misma plan-
ta para muchos virus diferentes.
Pero no es "sexy", emocionante,
publicable ni muy popular. Noso-
tros lo desarrollamos en la Univer-
sidad de Florida e hicimos un en-
lace entre el pasado y la nueva tec-
nologia, en la cual involucramos
a varios colegas lo que es ofra ven-
taja del trabajo colaborativo: to-
mamos las decisiones en conjun-

to, ahorramos tiempo, dinero, y.

normalmente las decisiones son
mucho mds basadas en la cien-
cia.

Ahora les voy a presentar algunos
aspectos de la investigacién reali-
zada por nosotros con el virus de
la "Tristeza de los Citricos". Los ci-
tricos son muy importantes en el
Estado de Florida, Estados Unidos,
pues su produccidn contribuye
anualmente con 8.000 millones de
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délares a la economia del Estado.
Tenemos 100 millones de drboles
y la Tristeza estd causando tristeza
en Florida. Dentro de los citricos,
las diferentes variedades de naran-
jas constituyen el 80% de lo que
se cultiva en Florida. Un 80% de
la produccién es procesada y se
pone en conservas o en contene-
dores como jugo, y solamente un
pequeho porcentaje se vende
como fruta fresca. Ahora, eso esté
cambiando un poco, porque se
paga mds por el producto fresco.
Asi que la calidad, la apariencia
de la fruta es mds importante.

La Tristeza, el nombre lo dice: la
situaciéon es friste para lo planta
como para el productor. Los sinto-
mas pueden variar desde unos
puntitos blancos en una hoja has-
ta la muerte de un é&rbol maduro,
dependiendo del ataque y de la
cepa. Para ver la sintomatologia
necesitamos dos cosas: en primer
lugar, una cepa de Tristeza que sea
capaz de causar la reacciéon de
declinacién rapida y el patrdn de
la naranjo agria. La presencia y
combinacién de ambos factores
matard al &rbol. En Florida, aproxi-
madamente 3.000 d&rboles estén
muriendo al afio por estas cepas
de declinacién répida.

El virus de la Tristeza existe en ofras
partes del mundo ademds de Flo-
rida. Por ejemplo, entre los afos
1940 y 1950 se murieron aproxi-



madamente 40 millones de drbo-
les citricos en Argentina y Brasil.
Entre los afios 1940 y 1980 hubo
un control muy efectivo de los
vectores, ya que esta epidemia
partié por una movilizacién de los
vectores desde el sur de Brasil ha-
cia el norte de Argentina y hacia
el sur de Venezuela. En Espana,
se predice que para el afo 2.000
morirdn 20 millones de érboles.
Ademds de las cepas de declina-
cién répida, existen otfras cepas
menos severas y que producen otfro
tipo de dafio, por ejemplo, en Co-
lombia se produce un acanalado
del tronco o de las ramas y un efec-
to sobre el tamano de la fruta.

La Tristeza de los Citricos es un vi-
rus de plantas tipico, de ARN, que
es atipico en su tamano. Es el vi-
rus mds grande que se conoce
entre los que afectan a vegetales,
tiene un genoma de 19.960
nucledtidos y es muy complejo y
variable.

Yo creo que soy la Onica persona
en el mundo al cual la Tristeza de
los Criticos da alegria en realidad,
pues me da la razdén para seguir
trabajondo, me hace feliz. Cuan-
do se replica un virus vegetal for-
ma la hebra complementaria de
ARN, por lo tanto, durante una eta-
pa oculta su replicacién tiene dci-
do nucleico de doble hebra. Como
el virus de la Tristeza es muy lar-
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go, es dificil de purificar y mante-
nerlo intacto, por esto nosotros
hemos tratado de purificar el ARN
de doble hebra. Las cepas dife-
rentes (cepa suave T30 y la cepa
muy agresiva T36) tienen un pa-
trén diferente en su ARN de doble
hebra, lo que se puede utilizar para
distinguir una cepa de la otra.

Ya conocemos la secuencia del vi-
rus que utilizamos como primers
(con dligonucledtidos), para reali-
zar la transcripcién reversa en el
PCR, para luego introducirlo en un
plasmido y hacer que la bacteria
nos produzca el ARN. Una vez que
obtenemos el ADN podemos
secuenciarlo y obtener la secuen-
cia aminoacidica. La cepa suave
y la agresiva tienen diferencias en
aminodcidos. Por lo tanto, pode-
mos decir que la T30 y la T36 en
Florida son diferentes.

Hemos aislado cepas de diferen-
tes paises que nosotros utilizamos
como biblioteca viral; por ejemplo,
cepas de Francia, Espafia, Colom-
bia, China, Suddfrica, las cuales
han sido secuenciadas. Las se-
cuencias de estas cepas indican
algunas diferencias en arginina.
Con la secuencia de genes vemos
que las cepas suaves, las de decli-
nacién répida y las que producen
acanalado de los troncos son bas-
tante similares entre los grupos que
producen sintomas similares, pero



diferentes entre los distintos gru-
pos (suave, declinamiento, acana-

lado).

Tenemos que tener cuidado con la
confiabilidad de la informacién, ya
que estamos trabajando solamente
con el 3,5% del genoma total del
virus. Lo que determinamos es que
los genes de la proteina de la en-
voltura codifican un aminodcido en
la posicidn 124 que, en las cepas
suaves, corresponde a una feni-
lalanina y en las més agresivas es
tirosina. Observamos que un an-
ticuerpo monoclonal (MCA13) de-
sarrollado por nosotros reacciona
con las cepas agresivas, pero no
con las suaves, mientras que los
anticuerpos policlonales reaccio-
nan con ambas. En resumen, hi-
cimos PCR, secuenciacién de los
genes, para después preparar
anticuerpos monoclonales.

Recientemente, publicamos la se-
cuencia del virus y creo que hubo
alrededor de 14 autores en nues-
tra publicacién, porque todo el
mundo ha contribuido con algo,
todos tienen crédito en lo que se
ha logrado, especialmente en mi
laboratorio. Hay una tesis de doc-
torado en la cual se descubrié di-
ferencias entre tirosina y fenila-
nina, y se comparé para esa dife-
rencia la posicién 124 y cambios
puntuales del aminoécido entre las
cepas muy agresivas y las més sua-
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ves. Ademds, se vié que el tipo
reconocido por MCA 13 tiene sélo
una diferencia puntual, un sélo
aminodcido diferencia a las cepas
suaves de las agresivas en esta
regiéon. El MCA 13 es un excelen-
te reactivo que permite diferenciar
la mayoria de las cepas muy agre-
sivas, pero no puede detectar al-
gunas de las cepas mas leves por-
que detecta sélo esa mutacién muy
puntual. En cambio, los anticuer-
pos policlonales van a detectar to-
das las cepas, es decir, si uno quie-
re diagnosticar la presencia de un
virus Tristeza tiene que utilizar
anticuerpos policlonales, pero si
quiere diferenciar una cepa por
su agresion tiene que utilizar
anticuerpos monoclonales.

Comenzamos entonces, a través
de la biologia molecular, a anali-
zar la distribucién mundial del
vector eficiente del virus Tristeza.
Este se originé probablemente en
China, desde donde se trasladé a
Suddfricay después a Sudamérica.
El vector (pulgdn) llevé el virus y se
ubicé en Centroamérica. En el afo
1989 se encontrd el afido también
en Costa Rica, por lo cual nos em-
pezamos a poner nerviosos en Es-
tados Unidos. En la region del Cao-
ribe hay 400 millones de citricos,
por lo tanto, uno puede imaginar-
se lo que va a ocurrir si una cepa
muy agresiva de Tristeza llega a
esta drea. En Florida, existen al-



rededor de 25 millones de citricos;
Cuba tiene aproximadamente 45
millones; México tiene alrededor
de 200 millones de citricos. Bdsi-
camente esta drea estd esperan-
do el movimiento del &fido. Pero
este pulgdn ya estd aislado en Ni-
caragua, por lo que nuestra espe-
ranza trabajo y en el que hemos
gastado mucho dinero es que no
llegue a USA. En abril de 1993 se
reportd el afido en la Base Naval
de Guantanamo en Cuba. Cuan-
do yo estaba en Espafia conoci al
director del Instituto de Investiga-
ciones Cientificas de Cuba. Espa-
fia y Cuba siempre mantienen muy
buenas relaciones, y en esa oca-
sién fuimos a Cuba a un encuen-
tro, visitamos Guantanamo y con
los colegas cubanos no fue dificil
encontrar un gran nimero de
afidos en esa regién. Nos gustd
mucho y estamos muy contentos
de colaborar con los colegas cu-
banos, que tienen muy buena in-
fraestructura y estdn muy bien or-
ganizados.

Las principales productoras de ci-
tricos en Cuba estdn ubicadas en
Jaguey Grande; ahi estd alrede-
dor del 40% de la produccién. La
distancia’entre esta empresa pro-
ductora de citricos y Florida es de
250 millas. No podriamos decir
cudn lejos estd de Cancin, Vera-
cruz y Cornina, pero es solamente
una distancia de tormenta. Aho-
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ra, tomamos los virus y los com-
paramos con la coleccién que ha-
bia en Beltsville para los genes de
proteinas, y tratamos de predecir
si es que habia dos tipos de ce-
pas. La respuesta fue positiva,
habia dos tipos de cepas en Cuba.
Ellos habian hecho realmente un
muy buen trabajo implementando
y mejorando la tecnologia de Es-
pafa para una produccién de
germoplasma, libre de enfermeda-
des citricas, para tratar de contro-
lar el virus de la Tristeza en su pafs.
Probablemente la mayoria de sus
cepas resistentes se han originado
en Estados Unidos, o en Europa
después de la epidemia de los afos
'60. Nuevamente estamos hacien-
do algo asi como patologia
forense. Las cepas que compro-
meten tallos son de muy baja inci-
dencia en Cuba. Nosotros no las
tenemos en Estados Unidos, y el
4fido se estd moviendo hacia no-
sotros. Al revés, nosotros en Esta-
dos Unidos tenemos cepas de un
decaimiento répido que no estdn
en Cuba ni en México.

En Espana el &fido se demoré ca-
torce afios (1978 a 1992) para di-
seminar el virus al 90% de los
plantas. En la Isla'Reunién, se de-
mord un afo para infectar al 96%
de las plantas y dos afnos para in-
fectar el 100% . Por lo tanto, el vi-
rus se disemina y el dfido se mue-
ve muy rdpido. Esta situacion tam-



bién ha sido comparada en otros
experimentos y localidades. Se ha
determinado que el &fido positivo
tiene una velocidad de transmisién
muy grande, en cambio, el
Toxoptera citricida tiene una alta y
rapida diseminacién de las cepas.
Lo que nos preocupa es si trans-
mite mds ciertas cepas, o si llega
a una mayor poblacién o si se
mueve en distancias mdas cortas,
cdmo se mueve o si es que puede
llevar cepas mas severas. Sabemos
también que el T citricida es un
vector muy eficiente de otros
potivirus que ya fueron descritos
como muy importantes para los
frutales y hortalizas.

Como ven, estamos haciendo la
biologia molecular, estamos
secuenciando el genoma. No sa-
bemos cudles de los genes que
participan, con excepcién de los
de proteinas, son interesante. Hay
genes de proteinas que no sabe-
mos para qué los tiene el virus, no
sabemos si son recombinaciones
con proteinas del huésped, pero
tenemos otros genes conocidos y
buscamos en ellos cudles son las
posibles fuentes de resistencia.

Los trabajos de Roger Beachy y
ofros, que trabajaron con copias
de ADN del gen de proteinas de
envoltura, nos demuestran el pro-
ceso de produccién de plantas re-
sistentes: introduccidn del gen a
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un vector y amplificacién para lue-
go transferir este gen en forma de
ADN a un cultivo, a un tejido ve-
getal con Agrobacterium, a través
de electroporacién u otras técni-
cas. Luego de la introduccién del
gen viene el proceso de regenerar
el tejido en un medio especial, y
asi tenemos una planta que expre-
sa el gen viral, pero sin embargo,
no podemos entender por qué esa
planta puede ser resistente.

El virus de la Tristeza tiene muchos
genes y esperamos que uno de
ellos pueda ser Util para ello. El tra-
bajo de Beachy en el virus del
Mosaico del Tabaco es muy i-
lustrativo al respecto. En el toma-
te esta téenica funcioné muy bien.
En los papas existe un gen de re-
sistencia para el virus X, y el Y. Esta
resistencia es fraspasada al hués-
ped y posteriormente se hereda
como gen Unico dominanfe. En
los citricos, otro colaborador en la
Estacion Experimental de Citricos,
estd haciendo estudios de tejidos
e incorporando los genes del virus
de la Tristeza.

Estamos tratando de poner com-
binaciones de genes y esperamos
que esto nos permita estar prepa-
rados para cuando llegue el éfido
y el virus a Florida, para que nues-
tros citricos estén siempre conten-
tos.



MICROSATELITES
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Las secuencias repetitivas del
genoma de los eucariotes, aparen-
temente inGtil, es en realidad de
gran utilidad. Entre el 88 y el 95%
de nuestro genoma humano estd
compuesto por ADN repetitivo.
No se sabe en realidad por qué
estd ahi, ni cudl es su funcién es-
pecifica. En las plantas, la situa-
cién es muy parecida y se estima
que el ADN repetitivo flucta entre
el 15y el 99%, dependiendo de la
especie.

Los elementos repetitivos de ADN
pueden caer en dos categorias
bastante amplias: uno es el tipo
de secuencias repetitivas en
"tandem", que se disponen una
detrds de la otra como son los
microsatélites, y el otro es el de las
secuencias repetidas que estdn dis-
persas a través del genoma, por
ejemplo, los tranposones. Los
microsatélites son unidades de al-
rededor de 20 pares de bases,
constituido por un di-, tri- o te-
tranucleotido repetido varias veces,
por ejemplo: CACACACACA-
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INGERPRINTING DE PLANTAS Y HONGOS CON

CACACACACA. Esta unidad de se-
cuencia se organiza en "tandem" y
se encuentra dispersa a través del
genoma. Esta secuencia puede
estar en realidad en el genoma
humano, animal, de las plantas o
de los hongos.

El procedimiento técnico de cémo
trabajar con secuencias repetidas
es realmente fécil. Se prepara
ADN de la planta, del hongo, etc.,
y usando enzimas de restriccion se
fragmenta en millones de pedazos.
Posteriormente, estos millones de
fragmentos se separan, de acuer-
do al tamario, en un gel sometido
a un campo eléctrico. Los frag-
mentos de ADN se transfieren a
un papel de nitrocelulosa obte-
niéndose sobre éste una imagen
idéntica de la que uno tenia sobre
el gel anteriormente. Para explo-
tar esta situacién y detectar los
microsatélites presentes en el
genoma se toma un microsatélite
(6ligo que se puede sintetizar en
el laboratorio), se marca con un
isétopo radioactivo o con un pro-



ducto no radioactivo y se procede
a incubar la sonda marcada. Esta
sonda hibridiza los fragmentos
homdlogos del ADN en estudio
obteniéndose el "fingerprint".

l. Usos del "fingerprinting" de
microsatélites

Los microsatélites pueden ser utili-
zados muy eficazmente para dis-
criminar entre especies, por ejem-
plo tomate, garbanzo o diferenciar
genotipos dentro de una especie.
Nosotros estamos trabajando con
el garbanzo en un gran proyecto
con Pakistan, Tunez y Turquia, en
que estamos utilizando los
microsatélites para diferentes pro-
pésitos. Como ustedes saben, las
diferentes variedades de garban-
zos tienen distinto tamafo, que se
pueden discriminar facilmente.
Algunos genotipos de variedades
de garbanzo no podian diferen-
ciarse por caracteristicas morfo-
l6gicas, pero al usar microsatélites
se pudo detectar una gran canti-
dad de polimorfismos en las dis-
tintas muestras analizadas. Con
este tipo de marcador, el
fitomejorador puede eliminar du-
plicados en su material, o tratar de
seguir un determinado cardécter o
un determinado gen, en su esque-
ma de cruzamiento o de retrocru-
zamiento.

En cruzamientos, se tiene que te-
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ner cuidado con los patrones ob-
servados en las plantas proge-
nitoras; en este momento se obtu-
vo la generacién F,, y estamos tra-
tando de explotar esta distribucién
de "fingerprinting" en las genera-
ciones. Ademds, deben tenerse en
cuenta las mutaciones meidticas y
posibles ligamientos. Este 0ltimo
fenémeno se puede usar para
selecciénar plantas por un defer-
minado cardcter, por ejemplo, re-
sistencia a Ascochyta rabiei.

En este caso, no sélo puede ha-
cerse "fingerprinting” en la planta
huésped, sino también se puede
monitorear la diversidad genética
en la poblacién del hongo.
Especificamente, en Ascochyta estd
ocurriendo una gran cantidad de
mutaciones en la poblacién del
hongo, donde para determinar di-
ferentes genotipos de éste puede
realizarse "fingerprinting".

Con este tipo de estudios podemos
tener una proyecciéon de cémo se
va a comportar el patégeno en
diferentes paises. También nos sir-
ve para entender la variabilidad
del hongo dentro de una sola le-
sién. Por ejemplo, variabilidad en
el punto de infeccién y en el punto
de necrosis del tejido como con-
secuencia de ésta. En una séla le-
sidn se encontrd hasta ocho tipos
de genotipos del hongo. Ahorg, si
estudiamos el genotipo de la plan-



ta y la asociaciéon con un patotipo
de virulencia o agresividad, se
podria establecer un tipo de agre-
sividad especifico a un genotipo de
la planta. Hasta el momento, esto
no ha tenido éxito y lo dUnico que
hemos visto es una enorme diver-
sidad genética en el campo, pero
no hemos podido asociar un
genotipo especifico con un tipo
seleccionado de especial agresivi-
dad o virulencia. Lo que si pode-
mos hacer es seguir y establecer
los mapas de distribucién de los
distintos genotipos en un pais. En
los paises evalvados nadie sabia
que existia esta diversidad. Lo
Unico que conocfan es que habia
mds o menos infecciones pero no
el por qué. Se pudo observar tam-
bién que en las regiones donde
habia una alta rotacién de hués-
pedes, existia también una alta
diversidad del patégeno. En con-
clusién, la rotacién del huésped
crea una gran diversidad en la po-
blacién fungosa como respuesta al
huésped cambiante.

Una vez establecido este mapa se
pudo determinar una frontera al
pais vecino de Tdnez, Argelia. Y lo
que encontramos es que ademds
de los dos genotipos que ocurren
en la frontera entre TOnez y Arge-
ha, aparece un tercer genotipo en
Tdnez originado en Argelia. Hace
dos afos atrds lo trajeron de esta
drea, donde sufrieron una pérdi-
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da de casi 100% de sus cultivos de
garbanzos. Esto es particularmen-
te serio porque en las montafas
hay muchos campesinos que culti-
van huertos pequenos de garban-
zo pard su propio consumo. La
aislacién del patotipo de ese
genotipo aparecié como extraor-
dinariamente agresivo, por lo tan-
to, tuvimos que recomendar a los
granjeros vecinos, donde existié el
brote de este patotipo, que sem-
braran variedades de garbanzo
mds resistente. Este andlisis sirve
como una prediccidn de lo que va
a ocurrir con este hongo, donde el
material genético va cambiando
en el tiempo y en el espacio.

Una desventaja del "fingerprinting"
de ADN, es que hay una alta ines-
tabilidad de algunas de estas ban-
das, por lo tanto, hay que asegu-
rarse que la banda de interés es
realmente una banda estable. De-
bido a la inestabilidad del
microsatélite se buscd otra técnico
donde se utiliza los microsatélites
como "primers" para PCR. Ahora
vemos que la variacién intraes-
pecie es menor. 2Por qué ocurre
eso?. Porque el garbanzo proba-
blemente tiene una historia de cru-
ce de 7.000 afos y esto ha resul-
tado en una poblocién muy
homégenea, por lo tanto, no hay
grandes polimorfismos en el gar-
banzo por isoenzimas, morfologia,
o RAPDs. Aqui tenemos que dise-



fiar nuevas estrategias, utilizamos
un enfoque mixto en el cual usa-
mos un "fingerprinting" anclado, un
microsatélite anclado, en compa-
racién a otro primers es simple-
mente un operdn con una secuen-
cia arbitraria, en que uno hace una
cosa aleatoria, que es lo que lla-
mamos RAPDs. Una técnica simi-
tar fue utilizada en la busqueda de
resistencia a Fusarium con bastan-
tes buenos resultados.

Lo que a nosotros nos gusta utili-
zar es, la generacién de sitios de
microsatélites marcados. Con esta
técnica uno debe tener un clon de
microsatélite, para después
secuenciar todo y disefar los
primers para las secuencias que lo
flanquean. Estas secuencias
flanquean la regién que a uno le
interesa y nos permiten detectar un
mayor polimorfismo. Nuestra ca-
pacidad de detectar polimorfismo
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con esta técnica ha aumentado en
50 veces.

La utilizacién de esta técnica nos
permite, primero hacer un "scree-
ning" del genoma por polimor-
fismo, para posteriormente cami-
nar sobre el cromosoma y aterri-
zar sobre un punto particular den-
tro de este, con el objetivo de atra-
par un gen responsable, por ejem-
plo, de la resistencia a Ascochyta
rabiei en garbanzo.

Existe una nueva técnica que nos
permitird expandir la informacién
que entrega el patréon del RAPDs
convencional. Con ésta se puede
expandir en un factor de diez o
mds el resultado de los RAPDs. Lo
que se hace es transferir los frag-
mentos de ADN amplificados por
PCR del RAPD, a una membrana
de nitrocelulasa; después se
hibrida con una sonda oligonu-
cleotidica tipo microsatélite.
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PRODUCCION DE PLANTAS TRANSGENICAS:
LA SITUACION CHILENA

Loreto Holuigue

Pontificia Universidad Catdlica de Chile

Santiago, Chile

La transgénesis es una tecnologia
que permite la introduccién direc-
ta de un nimero discreto de genes
en una planta, constituyéndose en
una herramienta poderosa para el
mejoramiento genético de varie-
dades (Joshi y Joshi, 1991). De
particular interés resultan los avan-
ces logrados con transgénesis para
introducir resistencia genética o
patégenos e insectos en cultivos de
interés agronémico (Gasser y
Fraley, 1989; Gasser y Fraley,
1992; Baulcombe, 1994).

Es importante destacar que la ob-
tencién de un producto transgénico
comercializable requiere un esfuer-
zo prolongadoe en el tiempo de un
equipo interdisciplinario de cienti-
ficos, fundamentalmente bidlogos
moleculares, fitopatélogos y me-
joradores genéticos.

En Chile, la transgénesis es una
tecnologia de incipiente desarro-
llo. Para realizar un andlisis critico
de la situacién en que se encuen-
tra esta tecnologia en nuestro pafs,
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se presentardn en primer lugar los
proyectos que se estdn realizando
en Chile, y en segundo lugar se
analizardn las principales limita-
ciones para un mayor desarrollo
de esta tecnologia.

I. Proyectos de transgénesis en

Chile

Estos proyectos se han clasificado
en tres grupos, los que a continua-
cién se describen:

Proyectos para produccién de
plantas transgénicas

Estos proyectos tienen como obije-
tivo final la obtencién de un pro-
ducto comercializable mejorado
genéticamente. De este tipo de
proyectos hay sélo tres en desa-
rrollo en Chile, los que se descri-
ben brevemente en el Cuadro 1.

De la experiencia obtenida en el
desarrollo de este Gltimo proyec-
to, considero importante destacar
los principales factores que a mi



juicio contribuyen al éxito de un
proyecto en transgénesis que se
realice en Chile. Uno de estos fac-
tores es el monto global del pro-
yecto, el ctal debe ser lo suficien-
temente alto como para permitir
crear o adaptar la infraestructura
de laboratorios, cdmaras de culti-
vo e invernaderos, asi como la
contratacién del personal necesa-
rio para la realizacién del proyec-
to. Al respecto, es importante con-
siderar que un proyecto de
transgénesis que pretenda llegar
hasta producto final requiere al
menos de unos 6 anos de investi-
gaciones y evaluaciones. Otro fac-
tor de gran importancia, es la ac-
tiva interaccién que debe existir
entre bidlogos moleculares y
mejoradores genéticos, la cual
debe manifestarse desde la etapa
de gestacién del proyecto. En efec-
to, es importante que los mejora-
dores genéticos establezcan las
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prioridades en el cardcter a intro-
ducir para cada cultivo, mientras
los bidlogos moleculares evalvan
la factibilidad de introducir este
cardcter por una via directa de
transgénesis. '

Proyectos que implican evalua-
cién de material transgénico pro-
ducido fuera del pais

Chile se ha convertido en un pais
de interés para la evaluacién de
material transgénico. En algunos
casos, la evaluacién del material
es realizada por investigadores
chilenos, como es la situacién del
proyecto "Cultivo de soya (Glycine
max L. Merril): evaluacién de
genoftipos, tecnologia de manejo
agrondmico, potencial productivo
y agroindustrial en Chile", llevado
a cabo por profesionales de la Fa-

cultad de Agronomia de la P Uni-
versidad Catélica de Chile.
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Proyectos bdsicos que involucran
transgénesis como herramienta

En el campo de la biologia
molecular vegetal es muy frecuen-
te el uso de plantas transgénicas
como herramientas para el estu-
dio de expresién de genes in vivo.
Actualmente en Chile hay uno de
estos proyecto en desarrollo (Cua-
dro 2). Adn cuando este tipo de
proyectos no pretende la obtencién
de productos mejorados genética-
mente, su desarrollo ayuda consi-
derablemente en la implemen-
tacién de esta tecnologia y a la
formacién de personal adiestrado
en ella.

Il. Limitaciones y recomendacio-
nes para el desarrollo de trans-
génesis en Chile

Las principales limitaciones para el
desarrollo de esta tecnologia en el
pais han sido la masa critica de
cientificos formados en las disci-
plinas necesarias, y la escasez de
recursos frescos de cuantia para
la gestacién de proyectos
interdisciplinarios.

Masa critica

Para que el pais pueda desarrollar
la biotecnologia vegetal a un nivel
competitivo internacionalmente, es
necesario que cuente con cientifi-
cos y expertos formados al mejor
nivel en las disciplinas que conflu-
yen en la biotecnologia.

Cuadro 2. Proyectos bésicos que involucran transgénesis.

Titulo y Director del proyecio

Instituciones
Participantes

Fuente Financiamiento
Periodo y Monto Total

g

P U. Catélica de C-hile.'
Fac. de Cs. Biolégicas |

Institut fir Genbiolo-
gische Forschung,
_Berlin GmbH




Para evaluar la capacidad cientifi-
ca existente en nuestro pais, es
importante considerar la informa-
cién recopilada en el documento
"Antecedentes y Directrices para el
Programa Nacional de Biotecno-
logia Agropecuaria y Forestal". Ahi
se puede concluir que el nimero
de grupos de trabajo, que cuen-
tan con cientificos formados al mds
alto nivel (Ph.D. y M. Sc.), es redu-

cido (Cuadro 3). Particularmente
interesante es el andlisis de las pro-
yecciones existentes a mediano
plazo, lo cual se refleja en el nu-
mero de estudiantes de Ph.D. que
actualmente frabajan en proyectos
de aplicacién biotecnolégica (Cua-
dro 3). De esta informacién se des-
prende que la capacidad de for-
macién de estudiantes de los pro-
gramas de Doctorado nacionales

Cuadro 3. NUmero de cientificos con grado de doctor, alumnos de docto-
rado actuales y potenciales que desarrollan en Chile proyectos
con potencial aplicacién biotecnolégica para el sector silvoagro-

pecuario.

N° Doclores

N°® Alumnos N° Alumnos

Doctorado actual |Doctorado Potencial

1/Reproducido de cuadro 16 del documento “Antecedentes y Directrices para el Progra-
ma Nacional deBiotecnologia Agropecuaria y Forestal”.
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es limitado. Particularmente critica
es la situacién en algunas discipli-
nas, como por ejemplo en Mejo-
ramiento Genético y Fitopatologia,
disciplinas esenciales para el de-
sarrollo de biotecnologia vegetal.
En consecuencia, es importante fo-
mentar en los facultades de agro-
nomia del pais el desarrollo de
programos de postgrado en estas
disciplinas. Asimismo, en discipli-
nas bdsicas como biologia
molecular, celular y bioquimica,
donde existe un ndmero adecua-
do de programas de postgrado, es
importante fomentar la insercién
de estos alumnos en proyectos de
aplicacién biotecnolégica.

Ademdés de la capacidad de for-
macién de cientificos, otro factor
que es determinante en la masa
critica, es el nOmero de cargos per-
manentes en universidades y cen-
tros de investigacion. Este es un
problema de dificil solucién, parti-
cularmente en las universidades
chilenas. Es importante que este
Programa Nacional contemple
medidas que favorezcan la crea-
ciéon o el fortalecimiento de gru-
pos de investigacién en las disci-
plinas requeridas para biotecno-
logia vegetal.

Recursos para la gestacién de
proyectos interdisciplinarios
Para realizar proyectos en biotec-

nologia vegetal, particularmente
para el desarrollo de un producto
transgénico, es necesario contar
con fondos concursables apropia-
dos. Estos fondos deben ser impor-
tantes en cuantia, de manera de
permitir el trabajo de un equipo
multidisciplinario. Ademds, en los
criterios de asignacién de estos
recursos es importante considerar
que por su naturaleza, los proyec-
tos de transgénesis no pueden
ofrecer el desarrollo de un nuevo
producto a corto plazo.
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USOS POTENCIALES DE LA INGENIERIA GENETICA

Gointer Kahl
Johann Wolfgang Goethe Univers
Frankfurt, Alemania

La tecnologia genética actual tie-
ne tres cuellos de botella. El pri-
mero, es la limitacion del grupo de
genes disponibles. El segundo es
la introduccidn de los genes en al-
gunas especies que No son suscep-
tibles a la infeccién por
Agrobacterium, ya que el rango de
huéspedes posibles a usar en este
método de transferencia de genes
es limitado. Para ampliar este ran-
go es necesario disefar y trabajar
con otras técnicas llamadas "Téc-
nicas Directas de Transferencia de
Genes", que permitan la transfe-
rencia de genes a plantas por
medios fisicos o por medios qui-
micos. El tercer problema tiene que
ver con la regeneracion de plan-
tas. En un informe reciente, se
mencionaba que sélo 25 plantas
de cultivos importantes se pueden
regenerar sobre la base de
profoplastos. De manera que si
tomamos en cuenta que no hay un
nUmero suficiente de genes, y que
sélo una cantidad limitada de
plantas se pueden regenerar en
base a protoplasto, la situacién no

itat
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es tan auspiciosa. Sin embargo, a
pesar de estas deficiencias, la in-
genieria genética nos ha permiti-
do lograr varias cosas sorprenden-
tes en este Ultimo tiempo.

Usos potenciales de la ingenie-
ria genética

Un uso de la ingenieria genética
es la obtencién de plantas trans-
génicas con resistencia a insectos.
En esta drea, la Universidad de
Talca ha estado trabajando en el
aislamiento y caracterizaciéon de
cepas de Bacillus thuringensis, por-
tadoras de toxinas especificas con
actividad insecticida. Esta es un
drea en la que Chile puede hacer
un aporte a la comunidad cientifi-
ca internacional. Ya ahora estamos
estudiando alrededor de 1.600 ce-
pas de Bacillus thuringensis en el
mundo. La resistencia genética
contra insectos y virus es simple, y
en la mayoria de los casos es
monogénica, comparada con la
resistencia a hongos que es mds
compleja y dificil de trabajar en



ingenieria genética.

El enfoque actual en resistencia a
patégenos es no transferir un sélo
gen, por ejemplo, quitinasa o
glucanasa, sino transferir varios
para hacer una pirdmide de genes
que nos puedan dar una mayor
proteccién. Por ejemplo, introdu-
cir el gen de la glucanasa y los
genes de quitinasa para que su
accién conjunta en la planta evite
la penetracién del hongo.

Ademads, si introducimos un solo
gen a la planta, una mutacién pue-
de inactivar su efecto, pero si se
introducen dos genes independien-
tes en el genoma de la planta
transgénica, es mds dificil la adap-
tacién del hongo. Ahora, si hay
una pirdmide de genes, quizés con
diferente regulacién, seria casi im-
posible que el hongo afecte a la
planta. Los fitomejoradores han
hecho esto por mucho tiempo; en
ingenieria genética se estd usan-
do este mismo concepto ahora.

Otra 4rea donde la ingenieria
genética de plantas podria tener,
a futuro, un papel importante es
la tolerancia al estrés, por ejem-
plo, la transferencia, al tomate, de
un gen de un pez del Artico que le
confiere tolerancia al frio. La tole-
rancia a la sequia es més dificil de
lograr, pero también se estd tra-
bajando en este aspecto. En rela-

144

cién a tolerancia a altas tempera-
turas, se sabe bastante del gen del
"shock" térmico, su regulacién, su
estructura, los factores que los ha-
cen funcionar, sin embargo, nin-
90n laboratorio ha logrado hacer
ingenieria de plantas para obte-
ner plantas tolerantes a calor, aun-
que en Israel hay un grupo intere-
sado en este tema. Otro ejemplo
es la tolerancia a la salinidad; un
trabajo se realizé en Tucson,
Arizona, USA, en plantas de taba-
co. La herencia de la tolerancia a
salinidad es monogénica y el ori-
gen del gen es bacteriano. Las
plantas transgénicas de tabaco
resisten 250 mM de sal. En Chile,
el nivel de NaCl es aproximada-
mente 80 mM por lo cual estas
plantas podrian tener una muy
buena adaptacién.

Otra drea que promete bastante a
futuro, es el uso de la ingenieria
genética para producir plantas de
usos farmacéuticos, mejoramien-
to de la calidad de fruta, sabor,
mayor periodo de almacenamien-
to, y mejoramiento de la calidad
nutritiva. En relacién a este Gltimo
punto, se puede complementar,
mediante ingenieria genética, la
composicién nutritiva de las plan-
tas comestibles. Por ejemplo, en
Estados Unidos se sintfetizd y trans-
firié un gen a la papa para mejo-
rar su calidad proteica. Las protei-
nas de ésta son deficientes en



metionina, por lo cual no es un
alimento balanceado. La transfor-
macién genética de la papa con
un gen que codifica para una pro-
teina con un alto contenido de
metionina ha superado esta defi-
ciencia. Lamentablemente, el au-
mento no fue lo suficientemente
significativo para que la estrategia
diera sus frutos.

A futuro genes sintéticos, en vez
de genes aislados de la naturale-
za, podrian ser usados para me-
jorar la calidad nutritiva de muchos
productos agricolas. Sin embargo,
esta estrategia presenta dos pro-
blemas: el primero es la expresién
del gen; el segundo, es el lugar de
insercién de éste. En la transferen-
cia de un gen adn nadie puede
determinar a priori el lugar preci-
so donde se va insertar. En Euro-
pa y Estados Unidos estdn traba-
jando en el envio de genes a dreas
especificas, a blancos muy preci-
sos donde se pueden activar; de
manera que la investigacién de la
determinacién de un blanco es un
tema muy importante ahora.

Otro tema de relevancia es la pro-
duccién de cultivos de proteinas
(albdmina) y carbohidratos farma-
céuticos. También se estd traba-
jando en la produccién de poli-
meros degradables de pldsticos,
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tema muy importante en los pai-
ses europeos. Ya se ha demostra-
do que se pueden producir pldsti-
cos degradables en plantas de ta-
baco transgénicos. También, se
puede sintetizar sustancias quimi-
cas especiales, que pueden cam-
biar la composicién de los acidos
grasos de una planta o producir
plantas ornamentales nuevas. Por
ejemplo, en Holanda existen cua-
tro o cinco laboratorios invo-
lucrados en la generacién de nue-
vos tipos de patrones de colores
de flores de petunia.

Un Gltimo ejemplo a comentar es
lo denominado “plantas secuestra-
doras”, cuyo objetivo es limpiar el
ambiente. Por ejemplo, el gen de
metalotioneina de la rata que atra-
pa metales pesados, como mercu-
rio y cadmio, ha sido transferido
a ciertas plantas.

El aumento de la produccién de
plantas modificadas genética-
mente en el mundo ha sido noto-
rio. En 1993 teniomos sélo 320
ensayos de plantas liberadas a
campo, comparado con mds de
700 gue existen hoy en dia, sien-
do las compafiias privadas las que
han contribuido mayoritariamente
a estos ensayos, en comparacién
con el sector pdblico.
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USO DE LA BIOTECNOLOGIA EN LA
PRODUCCION SILVICOLA

Roberto Ipinza
Universidad Austral de Chile
Valdivia, Chile

I. Introduccién

En esta exposicion me referiré a la
situacién actual del mejoramiento
genético en Chile y los pasos futu-
ros. Explicaré cémo hemos llega-
do hasta acd, cuél es el camino
gue es necesario recorrer, cudl es
el cronograma de desarrollo tec-
nolégico operacional y, por Gltimo,
cudles son los desafios para el si-
glo XXl, en relacién al mejoramien-
to genético y a la biotecnologia.
Il.  Declaracién y Principios.
El mejoramiento genético es una
herramienta dindmica de la silvi-
cultura; la biotecnologia es un ins-
trumento que podria ser importan-
te para el desarrollo del pais.

La Cooperativa de Mejoramiento
Genético (CMG) reune a las 18
empresas forestales mds importan-
tes de este pais, como asimismo a
la Corporacién Nacional Forestal
(CONAF) y al Instituto Forestal
(INFOR).
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La meta principal de CMG es
maximizar tanto la productividad
del sitio como las ganancias
genéticas por unidad de tiempo.

L. Situacién actual

En 1996 la CMG cumplird veinte
anos de vida. Durante este perio-
do el programa se ha regido por
un modelo bésico de mejoramien-
to; hemos obtenido importantes
ganancias genéticas; realizado lo
que se ha denominado “silvicultu-
ra familiar”; hemos intentado co-
locar los mejores genes disponi-
bles en los sitios de mayor calidad
y estamos, en estos momentos,
con un desafio: establecer esque-
mas de manejo ad hoc para las
familias y clones respectivos.

Las especies mds importantes con
las que estamos trabajando en
mejoramiento genético son: Pinus
radiata, Eucalyptus globulus,
Eucalyptus nitens y Nothofagus
alpina.

El modelo bdsico para la especie



Pinus radiata comenzé a desarro-
llarse en 1976, con una intensa
seleccién de esta en la raza local.
Se inicié el programa con la elec-
cién de 50 drboles “plus” por em-
presa, y en la actualidad existen
aproximadamente mds de mil ar-
boles “plus” seleccionados, que
son el sustento de los programas
de mejoramiento en la primera
generacién de Pinus radiata.

En 1983 comenzé el programa de
mejoramiento del rauli y hoy dia
la CMG posee el Gnico huerto se-
millero clonal de esta especie. En
1988, la CMG comenzé su pro-
grama de mejoramiento genético
para la especie Eucalyptus spp. en
forma paralela al programa del
INFOR. Hoy la CMG posee 5 huer-
tos semilleros de Eucalyptus
globulus y 1 de Eucalyptus nitens,
lo que viene a sumarse a los 26
huertos semilleros de Pinus radiata
y 1 de Nothofagus alpina.

El modelo bésico corresponde a un
ciclo de seleccién recurrente. Es-
tamos, en estos momentos, en la
Oliima etapa de la primera gene-
raciéon y enfrentando los desafios
de la segunda.

Las pruebas genéticas constituyen
la parte medular del programa de
mejoramiento genético; fenemos
ensayos de progenie, de poliniza-
cién abierta y polinizacién contro-
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loda. La superficie actual de en-
sayo que posee la CMG es de
aproximadamente mil hectareas,
lo que da una idea de la impor-
tancia que tiene el programa de
mejoramiento en Chile.

En esta primera generacién las ga-
noncias genéticas en volumen de
la especie Pinus radiata son del
12%; esto considerando como
base la semilla comin que se utili-
zaba antes que entraran en pro-
duccidon los huertos. Al cosechar
los mejores clones del ranking,
valorados y establecidos a través
de los ensayos de progenie, tene-
mos alrededor del 22% de ganan-
cia en volumen. Ahora, si elegi-
mos los 10 mejores darboles del
huerto, tenemos aproximadamen-
te un 23%, y si son los 5 mejores
sobrepasamos el 25% de ganan-
cia genética en volumen.

Actualmente, las empresas cose-
chan su semilla con identificacién
familiar y la plantaciéon se realiza
en la misma forma, es decir, por
bloques familiares: La familia tam-
bién se puede conseguir conocien-
do al padre y a la madre, lo que
se denomina “semilla familiar de
cruzamientos controlados”. Cuan-
do la semilla es escasa y de alto
valor, se utiliza un sistema de am-
plificacién a través de la propaga-
cién vegetativa via setos.



La variabilidad de las plantaciones
familiares provenientes de semilla
de polinizacién abierta es bastan-
te alta, ya que los bloques mantie-
nen ¥ de la varianza genética
aditiva, y prdcticamente toda la
varianza genética no aditiva.

Las empresas realizan un andlisis
de rentabilidad de sus sitios y lle-
van los genes de mayor calidad a
los mejores sitios. El modelo co-
operativo que se utilizé en Chile
proviene de la Universidad - Indus-
tria de Carolina del Norte (USA).
Este modelo ha funcionado a par-
tir de 1976, y desde el nacimiento
de la CMG a la fecha, se han pro-
ducido alrededor de siete tonela-
das de semilla mejorada.

En las especies que la CMG tra-
baja en la actualidad, se han rea-
lizado selecciones a través del mé-
todo de drboles de comparacién.
Los drboles seleccionados se han
llevado, mediante injertacién, a
bancos clonales y huertos clonales
de polinizacién abierta. La semi-
lla de estos drboles se ha viveri-
zado y se ha llevado a ensayos
manteniendo la estructura familiar.

Estos ensayos han permitido de-
purar los huertos de primera ge-
neraciéon. Las empresas han inter-
cambiado material probado en
cada regién, y a raiz de ello se han
originado los huertos semilleros de
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generacién 1,5 ha. Entre los afios
1988 y 1989, las empresas co-
menzaron a realizar cruzamientos
controlados con sus bancos
clonales, los que dieron origen a
semilla de polinizacién controlada,
y a su vez, a ensayos de progenie
de polinizacién controlada. De és-
tos se seleccionardn, posterior-
mente, los individuos mds impor-
tantes que formardn la segunda
generacion,

En los aspectos biotecnoldgicos
existen algunas empresas mds
avanzadas que otras; tal es el caso
del Grupo Arauco, quienes han de-
sarrollado avanzados protocolos
de micropropagacion en pino y eu-
calipto.

En Nueva Zelanda existen dos em-
presas lideres en el campo de la
micropropagacién de Pinus ra-
diata: la Fletcher Challenger
Limited, que utiliza la organogé-
nesis para establecer sus planta-
ciones clonales, técnica que se
encuentra totalmente operativa. La
otra empresa es la Carter Holt
Harvey, que estd desarrollando la
embriogénesis somdtica para es-
tablecer sus plantaciones clonales
aungue esta técnica adn se en-
cuentra en desarrollo.

IV. Desafios para el siglo XXI

Los desafios para el préximo siglo



son los siguientes:

e Seguir realizando la seleccién
continua. '

® Desarrollo de técnicas clonales
operacionales

® Utilizacién de la biotecnologia
para mejorar las ganancias
por unidad de tiempo.

® Busqueda de formas avanza-
das de organizacidon

e Buscar una integracién de los
distintos niveles de investiga-
cién en el mejoramiento
genético.

(1) Chile posee, aproximadamen-
te, un millén de hectdreas de plan-
taciones obtenidas con semillas no
mejoradas. La seleccién continua
sobre esta superficie permite man-
tener la variabilidad genética y las
altas intensidades de seleccién
usadas aumentan la probabilidad
de obtener arboles “plus” de alto
valor genético.

(2) El desarrollo de técnicas
operacionales se encuentra en una
etapa aun incipiente en Pinus
radiata. En Eucalyptus globulus se
encuentra avanzada la técnica de
estaquillados mediante setos y la
de micropropagacién.

(3) En relacién al papel de la
biotecnologia en aumentar las ga-
nancias por unidad de tiempo, te-
nemos que el uso de marcadores
genéticos promete alcanzar aho-

rros de cuatro a cinco afos en la
rotacién de especies de pino y eu-
calipto. Esto se debe a que no son
necesarias las pruebas clonales.

(4) Las empresas que exhiben mdés
adelantos en biotecnologia fores-
tal supeditan sus acciones de me-
joramiento genético, viverizacién
de plantas, silvicultura, en térmi-
nos estratégicos, a dicha discipli-
na.

(5) Para optimizar el aprovecha-
miento de las especies que traba-
jan las empresas miembros de la
CMG son necesarios los estudios
de procedencias, el mejoramiento
genético clésico, las técnicas de re-
produccidn vegetativa y el estable-

cimiento de los mapas genéticos,
a nivel del ADN.

V. Conclusién

La biotecnologia es un instrumen-
to Util para el aumento tanto de la
productividad del sitio como de las
ganancias genéticas por unidad de
tiempo, si ésta se aplica dentro de
un programa de mejoramiento co-
operativo. La coordinacién y la in-
tegracién son condiciones nece-
sarias para que esta tecnologia
pueda ser un real aporte al sector
forestal.

Creemos que en una primera fase
se puede aplicar la técnica de



organogénesis para aumentar las
ganancias genéticas en plantacio-
nes forestales. En una segunda eta-
pa se deberdn estudiar las técni-
cas de mejoramiento genético asis-
tido por marcadores genéticos v,
en una tercera etapa, resulta muy
atractivo para lo industria forestal
la transformacidn genética, en ca-
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sos como la incorporacién de
genes a pino que simplifique la
configuracién de la lignina lo que
permitiria reducir los costos en el
proceso de obtencién de celulosa;
o incorporar genes al pino que lo
hagan resistente a la polilla del
brote, entre otros beneficios.



MEJORAMIENTO DE PLANTACIONES DE EUCALIPTOS
CON BIOTECNOLOGIA

Luis San Martin
Forestal Agricola Montedguila S.A.
Los Angeles, Chile

l. Introduccién

La ingenierio genética en el drea
forestal ha tenido un desarrollo
destacable en la Ultima década.
AUn cuando las producciones de
madera y fibra no estdn listas para
ir al mercado, como ocurre con to-
mate, papas, trigo, cebada y al-
goddn, algunas especies foresta-
les como pinos, dlamos y eucalip-
tos, estdn comenzando o ser mo-

dificadas.

La biotecnologia es una buena he-
rramienta para que los mejora-
dores puedan alcanzar sus obijeti-
vos en forma anticipada y eficien-
te. Cuando las companias fores-
tales inician sus programas de
plantacién, es fécil generar ganan-
cias mediante seleccion de las
mejores fuentes de semilla, obte-
niendo los mejores drboles, para
posteriormente propagarlos. Has-
ta aqui, no parece econémicamen-
te razonable aplicar nuevas tecno-
logias. Sin embargo, invertir en in-
vestigacién y desarrollo nos per-
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mitird disponer de més opciones
en el futuro.

I{. Beneficios

Un programa de mejoramiento
involucra muchos ciclos de selec-
cién de familias genéticamente
variables; elecciéon de aguellas que
poseen mdéximos valores acordes
con los objetivos del programa de
mejoramiento; mezclas entre ellos
para producir un nuevo grupo de
arboles de los cuales se originard
un valor superior. En cada gene-
racion los beneficios son captura-
dos por las plantaciones, median-
te propagacién clonal o generan-
do semillas en los huertos semille-
ros. Como estos pasos toman tiem-
po y costo, la biotecnologia nos
podrd ayudar en los siguientes tér-
minos:

Mapas genéticos con sus corres-
pondientes marcadores, nos per-
mitirdn reducir la necesidad de
ensayos de terreno y permitir que
las semillas puedan ser probadas



para otras caracteristicas, tales
como volumen, densidad y propie-
dades pulpables, las que no se
expresan mientras el drbol no esté
maduro. Adicionalmente, se ob-
tendrd una alta seguridad en los
resultados. Los cientificos han de-
mostrado que el potencial de esta
técnica es muy grande en progra-
mas genéticos, aunque requiere de
costosos laboratorios y conoci-
miento apropiado. Los marcado-
res tienen otro uso importante en
el monitoreo de la diversidad
genética en las poblaciones
mejoradas.

Las posibilidades de mejoramien-
to forestal a través de tecnologias
de DNA recombinante, son de
gran ayuda para un programa de
mejoramiento genético. Si una
determinada secuencia de DNA
puede ser asociada con una ca-
racteristica fenotipica deseada, el
mejorador podrd adelantar su pro-
ceso de seleccion. En mejoramien-
to convencional, deberd esperar
varios afos para ver expresado el
resultado.

Micropropagacién o embriogé-
nesis. Todos quisiéramos ver esta-
blecidos nuestros mejores indivi-
duos. Esto es realizado sélo me-
diante propagacién vegetativa.
Esta forma beneficia preferente-
mente a especies de Eucalyptus,
dlamos y sauces, pero no con mu-
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chas especies de coniferas. Exis-
ten muchas experiencias en torno
a técnicas de cultivo de fejido para
rejuvenecer material y almacenar
tejidos en estado juvenil, y de ahi
generar un gran numero de plan-
tas mediante micropropagacién o
embriogénesis somdtica. La expe-
riencia ha demostrado que la mul-
tiplicacién a gran escala por esta
via es menos econémica que la
propagacién por estacas.

lll. Eucaliptos para produccién de
fibra

El Grupo Shell ha establecido plan-
taciones de eucaliptos en Suda-
mérica {Chile y Uruguay). Cada
proyecto dispone de su propio pro-
grama de mejoramiento genético,
y ambos son asesorados por la
unidad de investigacién que dis-
pone Shell en Londres. Esta uni-
dad estd interesada en todas las
dreas de investigaciéon en biotec-
nologia, pero ha centrado su aten-
cién en la modificacién genética
(GM), por su alto potencial en el
incremento de productividad en las
plantaciones. Las posibilidades
para GM son:

Tolerancia a herbicidas. Durante
los primeros anos de estableci-
miento, los eucaliptos son muy sen-
sibles a la competencia con male-
zas. Estas pueden controlarse en
forma mecdnica o quimica. El



glifosato, conocido como
Roundup, es un herbicida de am-
plio espectro en control de male-
zas, ambientalmente aceptable y
produce minimos efectos sobre el
suelo y erosién. Sin embargo, no
es selectivo para eucaliptos y no
es facil de usar después de la plan-
tacion. Silos drboles fuesen trans-
formados genéticamente, podrian
tolerarlo, entonces el manejo se-
ria muy fdcil y las malezas podrian
controlarse en el momento mads
adecuado, sin retardar el creci-
miento de la plantacién. Shell tie-
ne licencia para el gen resistente
a glifosato (Monsanto) y estd en
proceso de evaluacién de eficacia
de Eucalyptus grandis. En estos
momentos se estd iniciando el pro-
ceso para E. globulus.

Modificacién/reduccién de lig-
nina. El beneficio de la produc-
cién de pulpa quimica es muy sen-
sible a la variacién del contenido
de lignina en la madera. Arboles
con mds lignina "soluble" debieran
requerir menor proceso quimico y
energia. Utilizar tecnologia GM
para regular o modificar la
biosintesis de lignina generard be-
neficios importantes, sin alterar la
forma del rbol o resistencia a al-
guna enfermedad. Shell estd eva-
luando esta tecnologia con Zene-
ca.

Resistencia al frio. Los eucaliptos
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pueden tolerar un amplio rango de
estreses ambientales, sin embar-
go, esto los deja muy vulnerables
a dafos por plagas, enfermeda-
des y frio. Este Ultimo, especial-
mente luego de un periodo de ca-
lor y cuando los drboles estdn cre-
ciendo activamente. Proteinas
anticongelamiento se expresan en
algunos drboles, por lo tanto, si
ellas pueden ser transferidas a eu-
caliptos, permitirdn extender su
distribucién en un rango mayor de
sitios.

IV. Modificacién genética en eu-
caliptos

El concepto de GM es simple y més
que dominio de la ciencia, requie-
re de implementaciones adiciona-
les. Para ser llevada a cabo, la téc-
nica debe estar disponible a un
costo razonable. Nosotros debe-
mos mantener la propiedad inte-
lectual y satisfacer todas las regu-
laciones gubernamentales y de
opinién publica, en el sentido de
demostrar que lo que estamos ha-
ciendo es ambiental y socialmente
responsable.

Existe una buena oportunidad de
incrementar el abastecimiento
mundial de madera proveniente de
plantaciones, pero estas inversio-
nes deben realizarse sobre la base
de proyectos viables, capaces de
permanecer en el largo plazo.



En este momento, el costo de ais-
lar genes o adquirir la licencia de
compadias agroquimicas es mds
alto que lo que una empresa fo-
restal normal (40.000 ha) puede
recuperar. Por ejemplo, Monsanto
destiné US$ 25 millones para de-
sarrollar el gen resistente a
glifosato.

El desarrollo de la biologia
molecular estd protegido por pa-
tentes. Por lo tanto, serd necesa-
rio pagar algunos derechos y licen-
cias para acceder a esta tecnolo-
gia. Esto es comun para algunas
empresas industriales, pero muy
nuevo para forestales y genetistas.
" Las plantaciones forestales no se-
ran la excepcién a las reglas de
liberacién de genes mediante eva-
luaciones de ensayos en terreno,
antes de aprobar su uso comer-
cial.

Asumiendo que podrian existir
menos implicancias para E.
globulus, por ser una especie in-
troducida que no podria relacio-
narse con especies de nuestra flo-
ra nativa, y que no es una especie
para consumo alimenticio, debe-
rd demostrarse que el riesgo de
producir un impacto ambiental ne-
gotivo serd bajo. Asi las posibili-
dades futuras de introduccion de
GM se incrementardn sélo si los
responsables realizan el mejor tra-
bajo posible.
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V. Estrategia para modificacién

La validez de un programa de GM
se basa en que la modificacién
debe estar expresada en un nivel
determinado, pero no podriamos
esperar que ocurra en la genera-
cién posterior (heterosis, si los pa-
dres son usados en huertos semi-
lleros). De esta manera, la Onica
posibilidad es a través de propa-
gacién clonal. Adicionalmente,
esta tecnologia ofrecerd mejores
resultados en clones operacionales
ya probados, a los cuales se les
adicione el gen determinado. Esto,
indudablemente, influird en la es-
trategia de los mejoradores, pues-
to que en el largo plozo deberdn
incorporar drboles GM en sus po-
blaciones mejoradas, y capturar
beneficios a través de propagacién
clonal.

Estas considerdciones han permi-
tido definir nuestra estrategia en
el sentido de que la tecnologia GM
serd aplicada sélo a clones ope-
racionales o con potencial para
ello, y que posean un alto nivel de
enraizamiento.

Los pasos involucrados en nuestro
proceso de modificacién genética
son:

® Establecer los clones en inver-
naderos de East Malling, UK.
e Establecer cultivos micropro-



pagados de estos clones.

® [ntroducir el gen de interés en
tejidos obtenidos de las plan-
tas micropropagadas, usando
el sistema basado en Agro-
bacterium tumefaciens. Uno de
los genes marcadores selecti-
vos permitird que algunas cé-
lulas moditficadas sean selec-
cionadas para la etapa si-
guiente, mientras que las no
modificadas no tendrdn desa-
rrollo.

® Crecimiento de cultivos modi-
ficados y regeneracién de un
follaje in vitro.

® Multiplicacion  mediante
micropropagacién, para pro-
ducir un grupo de gametos
GM de cada clon.

e Evaluar plantas resultontes
para determinar las lineas que
expresen el gen infroducido en
el nivel deseado. Esto serd de-
sarrrollado inicialmente en in-
vernaderos.

® Evaluacién en el campo, me-
diante un ensayo UK.

® |iberacién en el campo, don-
de los clones serdn evaluados
de acverdo a las normas de
cada pais (EGG en Chile y Egr
en Uruguay).

VI. Avances actuales

(1) Propagacién inicial. Se han de-
sarrollado las técnicas bdsicas de
manejo de plantas en invernade-

ro, se dispone de procedimientos
claros para importar, propagar y
exportar clones de eucaliptos. Se
continba afinando las técnicas y
podemos anticipar que tenemos
los requerimientos necesarios para
nuestro programa GM, para todas
nuestras especies e hibridos de
importancia comercial.

(2) Micropropagacién. Junto a o-
tras organizaciones se desarrolla-
ron los procedimientos de micro-
propagacién para clones de euca-
lyptus. Se han estudiado E. grandis,
E. globulus, E. nitens y algunos
hibridos Egr x Ecam, Egr x Eter, Egrx
Euroy Egr x Enit. La mayoria pue-
de ser multiplicado y enraizado in
vitro.

(3) Modificacién genética de teji-
dos. Disponemos de un gen vector
(GUS) que es compatible con to-
dos los tipos de Agrobacterium
fumefaciens y un gen marcador
(NPTI). Bajo seleccién entre todas
las especies y clones estudiados,
al menos 20% de los explantes pro-
duce callo GM. Esto es aceptable
para fines précticos.

(4) Regeneracién de follaje.
Explantes de eucaliptos provenien-
tes de plantas de semillas pueden
ser inducidos para producir
meristemas apicales con un me-
dio determinado, sin embargo,
nosotros hemos creado material



proveniente de clones de Egr. Este
ospecto tiene nuestra mdxima
atencién en la actualidad.

(5) Produccién de plantas GM. Se
generaron las tres primeras lineas
de Egr de semillas durante 1992.
Se realizaron los ensayos pilotos
en Sitting-bourne entre junio — oc-
tubre de 1993. Estas lineas GM
tuvieron los genes GUS y NPTII; li-
neas.no modificadas y plantas de
semillas fueron usadas como con-
trol. El objetivo de este ensayo fue
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observar la uniformidad en la ex-
presion de los genes en plantas
modificadas y el comportamiento
de su crecimiento; fue instalado
con la autorizacién del gobierno
inglés. Las plantas crecieron muy
bien y los genes se expresaron
uniformemente dentro de los
rametos de cada linea. En junio de
1995 se instalé otro ensayo con
Egr, donde se pudo constatar la
uniformidad de la expresién del
gen y la homogeneidad del creci-
miento de los rametos.



APROVECHAMIENTO DE LOS RESIDUOS DE LA
INDUSTRIA FORESTAL

Guillermo Schaffeld
Universidad del Bio-Bio
Concepciédn, Chile

I. Introduccién

Este trabajo analiza el caso del
aprovechamiento de residuos fo-
restales mediante compostacion.
Para situar el problema, es conve-
niente establecer algunos linea-
mientos generales de como se
pueden utilizar ciertos residuos o
“desechos” provenientes de la ac-
tividad agricola, agroindustrial y
silvoforestal.

Una de las vias para aprovechar
los residuos forestales primarios es
la obtencidn de energia; de hecho
en Chile hay empresas que estdn
usando aserrin de pino para pro-
ducir vapor, proceso que se deno-
mina "energia verde". Por lo tan-
to, aqui se tiene una via que no
tiene relacién con la biotecnologia,
pero es importante.

También se puede aprovechar la
celulosa y la lignina, presente en
los residuos vegetales, mediante
ciertas transformaciones bioldgicas
para obtener glucosa, principal-
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mente, y a partir de ella elaborar
una serie de productos quimicos.
Esta via de obtencién de produc-
tos se ha llamado "sucroquimica”
para diferenciarlo de la pe-
troquimica, ya que la primera usa
carbohidratos en vez de recursos
tésiles para obtener energia y ma-
teriales. En este compo cabe men-
cionar la investigacién técnico—
econdémica para producir etanol
principalmente como combustible.

Actualmente, si bien las tecnolo-
gias estdn relativamente desarro-
lladas aun falta mucho por hacer
debido a dos problemas: uno es
el aspecto comercial, y el otro, es
el tecnolégico. En relacién al pri-
mer aspecto todavia es més eco-
némico producir alcohol a partir
de carbohidratos tales como me-
laza y almidones: en este caso el
costo de fabricacién es 50% del
costo de produccién del etanol via
lignocelulésicos. Pero aun se man-
tiene el interés y, de hecho, en
Latinoamérica se ha desarrollado
un programa de desarrollo y se ha



formulado un proceso particular ya
patentado para producir etanol a
partir de residuos lignocelulésicos;
este es un proyecto conjunto reali-
zado por Espafa, Argentina, Chi-
le, Brasil, Guatemala y Uruguay,
pero que actualmente no es ren-
table dado el actual precio del pe-
tréleo.

Otra alternativa es usar algunos re-
siduos agricolas, por ejemplo, la
paja de trigo para obtener, a par-
tir de un proceso hidrolitico
fermentativo, dcidos orgdnicos,
como el dcido propidnico, que tie-
ne bastante utilidad en la indus-
tria de los alimentos pero también
en el campo agricola, como
preservante de granos. En Chile,
este producto tendria un mercado
~de 500.000 kilos al afo, incluida
la industria de harina de pescado,
que actualmente lo estd ocupan-
do para evitar el crecimiento de
Salmonellas sp. en las harinas.

Oftra alternativa es usar un abun-
dante residuo de la actividad fo-
restal, el aserrin de pino, en mez-
cla con los Residuos Industriales
Liquidos (RIL). Al combinar estos
dos materiales tan disimiles se de-
sarrolla un proceso microbiolégi-
co aerdbico semicontrolado cono-
cido como "compostacion" que
produce humus. Esta prdctica ge-
nera beneficios tanto econémicos
como ambientales.
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Como se puede apreciar, las po-
sibilidades de aprovechar los resi-
duos agricolas son amplisimas.

|. Compostacién

Dado que inicialmente no se dis-
ponia de mucha informacién los
datos recolectados sirvieron para
ajustar pardmetros y en funcién de
ellos recalcular y redisefiar los pro-
cedimientos para después aplicar-
los a mayores volomenes de ope-
racion.

Usualmente, para apreciar el com-
portamiento de la compostacién,
las variables que se miden con una
frecuencia adecuada para defer-
minar la evolucién de la pila son
la temperatura y el pH, pero el
mejor indicador es la temperatu-
ra.

En general, se ha observado que,
una vez que comienza la actividad
microbiana, en menos de cinco
dias se alcanza un temperatura
bastante alta, de 60 - 70 °C, la
que después baja levemente a 50
y 55 °C. A este nivel se mantiene
por algun tiempo hasta que la pila
se estabiliza. Normalmente, des-
pués de treinta dias no es necesa-
rio mantener las pilas extendidas,
procediéndose a formar unos co-
nos en los cuales la actividad



microbiana sigue. Durante esta
etapa la extension de la superficie
disminuye, por lo tanto, se redu-
cen los costos de operacién e in-
version,

Durante el proceso de fermenta-
ciéon es muy importante la razén
carbono-nitrégeno. Se recomien-
da que esta sea del orden de 50 a
30 y para mantenerla se puede
agregar urea. También se puede
ajustar el proceso agregando, de
acuerdo a un cronograma, varias
camionadas o lotes de RIL y asi
mantener una buena relacién car-
bono-nitrégeno y conseguir que la
compostacién evolucione satisfac-
toriamente para obtener un pro-
ducto de acuerdo a las caracteris-
ticas especificas para el humus.

En estos procesos es conveniente
medir, en las primeras etapas de
la investigacién, la actividad
microbiana cuantificando los mi-
croorganismos terméfilos y los me-
sofilos. Esto sirve para conocer en
forma global el comportamiento,
a nivel de las especies micro-
bianas, de la pila de compos-
tacion. Para la conduccién de un
proceso de produccién rutinario
esto no es necesario, al menos en
forma frecuente.

Alternativamente, en vez de urea
o RIL se puede agregar, al aserrin,
pescado descompuesto y entero.
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Si bien el sélido de pescado no se
puede mezclar en aserrin tan f4-
cilmente como el RIL, también se
puede obtener un producto esta-
bilizado y la evolucién de la
compostacién es satisfactoria. Sise
caracteriza el proceso de
compostacion en término de los
diferentes tipos de microor-
ganismos se detecta: mesdfilos
aerobios, terméfilos aerobios,
meséfilos anaerobios, termdfilos
aerobios, xilanoliticos, lignoléticos
y celuldticos.

Es interesante apreciar que en el
RIL de pescado también aparecen
todas estas especies, esto debido
a que donde se obtuvo el RIL, en
la Bahia de San Vicente, existen
algunas industrias que tienen que
ver con la actividad forestal que
contaminan el agua de mar, que
es la que se usa para arrastrar el
pescado desde la yoma del barco
hasta la planta.

Il. Desarrollo de la investigacién

A continuacién se describe el pro-
yecto ejecutado en colaboracién
con la Corporacién para el Desa-
rrollo Industrial de la Regién del
Bio—Bio (CIDERE BIO-BIO). El ob-
jetivo de este proyecto es aprove-
char el aserrin de pino que es un
abundante desecho de la actividad
forestal en la Octava Regién y RIL
de la industria de harina de pes-



cado. De hecho, estas dos activi-
dades econémicas son las que ge-
neran la mayor cantidad de divi-
sas para el pais fuera del cobre.

Se comenzé haciendo un andlisis
y caracterizacion de ambos resi-
duos, para continuar con el pro-
ceso de "compostacién', que se
puede realizar en forma muy sim-
ple con pilas, asegurando la ai-
reacion y la homogenizacién de los
componentes y microorganismos
que participan en el proceso.

Hay que tomar en cuenta que uno
de los principales componentes del
aserrin es el carbono, y por otro
lado que del RIL de la industria de
harina de pescado es posible pre-
parar una mezcla que sustente un
crecimiento microbiano adecuado
para conseguir un producto final,
tipo humus, que pueda servir como
enriquecedor del suelo en diferen-
tes lugares de la Octava Regidn.

Como RIL se escogié uno de los
residuos mds contaminante y vo-
luminoso, residuo que se obtiene
después de descargar el pescado
y pasarlo por una bateria de filtros
y que es bastante concentrado en
nitrégeno (0,5%) y posee un volu-
men de agua adecuado para su-
plementar la humedad necesaria
para el "compost'. Durante el pro-
ceso de fermentacién o de trans-
formacién biolégica el porcentaje

de humedad debe fluctuar entre 50
y 60% para obtener un producto
de buena calidad.

Para poder tener un estdndar y al-
gunas cuantificaciones es conve-
niente poseer métodos para dise-
nar las mezclas y poder reprodu-
cir los experimentos tanto a nivel
piloto como a escala comercial o
industrial.

Luego es necesario monitorear
ciertas variables relevantes para
conocer y controlar el proceso de
compostacién. Las variables mds
importantes para un buen desa-
rrollo de las poblaciones
microbianas son: la temperatura,
humedad, pH y la razén carbono-
nitrégeno. También es necesario
tener una caracterizacién que per-
mita determinar cudntos micro-
organismos terméfilos y meséfilos
hay tanto en la materia prima

‘como en el "compost' resultante del
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proceso de fermentacion.

La metodologia utilizada para de-
sarrollar la experiencia piloto con-
siste en armar pilas de unos 45
metros cUbicos (20 m de fondo;
1,5 mde frente y 1,5 m de altura)
de aserrin a los cuales se les afa-
de el RIL que proviene de la indus-
tria pesquera. También se estudié
el efecto de la aplicacién de la urea
en el proceso de compostacién
como una forma de aumentar la



velocidad de fermentacién.
[ll. Resultados y proyecciones

El "compost" obtenido posee bue-
nas caracteristicas como humus.
Las pruebas de terreno en ciertos
predios agricolas de suelos pobres
indicaron que se han obtenido re-
sultados agrobiolégicos aceptables
con este "compost”.

Otro punto interesante es que al
agregar el RIL al aserrin, general-
mente, en menos de una hora des-
aparecia el olor tan desagradable
que tienen estos residuos. Por lo
tanto, este proceso, ademds, sirve
como eliminador del olor del RIL.

A partir de los experimentos piloto
se ha establecido un protocolo de
produccién de “compost" a escala
comercial. Se dispone de un pro-
ceso estandarizado para llevar esta
actividad a los diferentes predios
en que se ha estado aplicando.
Este proceso estd todavia en eta-
pa experimental o exploratoria.
Justamente, en la etapa de difu-
sion de la tecnologia se ha logra-
do trabajar con industrias pes-
queras por un lado y con algunas
empresas del sector forestal-
maderero por otro. En estos mo-

mentos hay empresas que operan
con pilas de 300 m® y 1.000 m?>.

En ciertos casos se ha tenido que
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trasladar aserrin a los sitios de la
industria pesquera, y en ofros ca-
sos se ha tenido que trasladar el
RIL mediante camiones cisterna, a
las empresas forestales. General-
mente, las que tienen mds terreno
disponible para hacer las canchas
de las pilas "compost" son las em-
presos que tienen que ver con el
sector forestal, pero afortunada-
mente también, incluso en Tal-
cahuano, hay plantas pesqueras
gue tienen predios a la orilla del
mar, que les permite manejar vo-
{bmenes importantes de aserrin.

En estos momentos se estdn eva-
luando tecnologias de compos-
tacion mds automatizadas y me-
canizadas; pero ellas tienen el in-
conveniente que eleva los costos
de operacién.

Actualmente se estd intentando tra-
bajar con "purines", una mezcla de
orinas y excretas de ganado
semiconfinado, residuos que tam-
bién se producen en grandes can-
tidades y a veces causan serios
problemas de manejo y contami-
nacién en el predio agricola.
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LA DIVERSIDAD GENETICA Y SU RELACION CON LA
BIOTECNOLOGIA DE PLANTAS Y ESPECIES FORESTALES

Victor M. Villalobos
FAO
Roma, halia

El objetivo de mi presentacién es
compartir con ustedes algunas re-
flexiones relacionados con la con-
servacién y uso racional de los re-
cursos genéticos vegetales, inde-
pendientemente de que estemos
hablando de especies perennes o
especies de ciclos cortos, como son
las plantas anuales. Voy a tratar
de resumir algunos de los concep-
tos y preocupaciones que como
cientifico he tenido a lo largo de
mi carrera, y que creo pudieran de
alguna manera contribuir en algo
o lo que hemos venido discutien-
do sobre el particular.

Quuisiera iniciar esta presentacion
haciendo un reconocimiento y de
alguna manera pagar un tributo
al investigador empirico de la
agricultura, me estoy refiriendo al
agricultor, el cual a través de mu-
chas generaciones, propiamente
desde el origen de la agricultura,
ha seleccionado escrupulosamen-
te las plantas que son Utiles para
diversos fines, lldmense estos ali-
mento, vestido, construccién, sa-
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lud, etc. En ese sentido, el agri-
cultor ha seleccionado, conserva-
do y perpetuado por milenios la
diversidad genética en armonia
con las demds especies que han
habitado el planeta.

Sin embargo, a partir de la segun-
da mitad de este siglo la agricultu-
ra se ha tornado en una actividad
agresiva y altamente extractiva,
debido en gran medida a una cre-
ciente presién poblacional y en
consecuencia a una mayor deman-
da de los mercados, caracteriza-
dos por su alta competitividad y
selectividad en la bUsqueda de
productos de mejor calidad.

Esta agricultura tiene sus funda-
mentos en el alto uso de la tecno-
logia. Por ejemplo, la agricultura
de grandes extensiones que estd
relacionada con la utilizaciéon de
monocultives, generalmente hi-
bridos. Sabemos que estos culti-
vares incrementan los rendimien-
tos, son muy eficientes en cuanto
a la productividad por hectdrea,



pero también conocemos que esta
alta uniformidad trae asociada una
alta vulnerabilidad a enfermeda-
des, plagas y otros factores adver-
sos. Este tipo de agricultura tam-
bién ha influido fuertemente en la
tecnificacién, las grandes extensio-
nes demandan de maquinaria, de
implementos para una eficiente y
rapida cosecha. Asociado con este
desarrollo han surgido diversas
tecnologias de postcosecha que,
sin duda, han modificado mucho
la agricultura actual y lo seguirdn
haciendo en el futuro.

Aunado a lo anterior, es necesario
mencionar como un adelanto tec-
nolégico, la industria de los pesti-
cidas para el control fitosanitario,
control de patdgenos, plagas y
otros enemigos de las plantas cul-
tivadas.

Los elementos antes indicados,
asociados a la demanda y al cre-
cimiento de la humanidad en el
planeta, han modificado la agri-
cultura actual y en muchos casos
han roto el equilibrio de una agri-
cultura sustentable. El beneficio
que ha tenido ésta agricultura ha
sido, sin duda, los grandes incre-
mentos del rendimiento. Creo que
Chile es un buen ejemplo. Aqui se
han obtenido importantes incre-
mentos en la produccién de algu-
nos cereales tales como trigo, arroz
y maiz. En los afos cuarenta, al
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menos en México, la produccién
y rendimiento de maiz se cua-
druplicé gracias al uso de nuevos
genotipos seleccionados. Lo mds
representativo de estos aumentos
de la produccién por el uso de alta
tecnologia es el resultado de la
Revolucién Verde, durante los afos
1970 y 1980, donde los cereales
se vieron favorecidos por estos pa-
quetes tecnoldgicos.

Sin embargo, es necesario resal-
tar que no todo ha sido beneficio-
so. Aparte de la vulnerabilidad de
los cultivos, el consumo mundial
de pesticidas se ha incrementado
en forma alarmante. Es asi como
en 1993, el 26% de los pesticidas
producidos mundialmente fueron
consumidos por los paises en vias
de desarrollo. El costo de estos
productos alcanzé los 4.000 mi-
llones de délares. El andlisis de
los datos de 1993 refleja un im-
portante incremento en la produc-
cién de trigo a nivel mundial, el
cual se ve incrementado en el
4.3% con relacién al afo anterior,
y en 3.8% relacionado con las
especies de raices y tubérculos, de
gran importancia para paises en
desarrollo, principalmente el con-
tinente africano.

Posiblemente ustedes coincidan
conmigo en que, si bien este so-
mero andlisis acerca de la agricul-
tura nos da indicios de los logros



y los costos de diferente indole,
también existen ofros factores de
dificil control y que afectan direc-
tamente a la agricultura. Me estoy
refiriendo al crecimiento incontro-
lado de la poblacién humana en
la tierra, y nuestra limitada capa-
cidad técnica y agricola para apo-
yor este crecimiento. Bastaria pen-
sar gue hace treinta afos la po-
blacién mundial en el planeta era
de 3 millones de habitantes; en
1990 era de 5.300 millones, y se
espera una poblacién de 7.200
millones de habitantes para el afo
2010. Este crecimiento, como us-
tedes pueden apreciar, ha ido muy
desfasado en relacién a otros cre-
cimientos, y sobre todo, con rela-
cién a la disponibilidad de
alimentos.Tal vez lo mds impac-
tante de este complicado proble-
ma, es que el 94% de todo este
crecimiento poblacional se va a
dar en los paises en desarrollo,
paises que hoy dia tienen serias
deficiencias de alimentos, de sa-
lud y que, sin duda, no llegan a
satfisfacer sus necesidades prima-
rias actuales.

En este sentido es importante pre-
guntarnos cémo ha venido respon-
diendo la agricultura a ese proce-
so de crecimiento de la poblacién
humana, y analizar si en 1995 se
produce alimento para todas las
personas que actualmente habita-
mos el planeta.

La produccién de alimentos en
1995 es un 20% mayor que la de
30 afos atrds. Esta afirmacién
permite concluir que existe alimen-
to para todas las personas del pla-
neta, si éste se distribuyera en for-
ma equitativa. Sin embargo no
estdn distribuidos equitativamente.
La verdad es que los problemas de
hambruna en algunos paises no
son de produccién, sino que de dis-
tribucién. Estados Unidos tiene un
consumo per cdpita de 3.600 ca-
lorias diarias, en Europa el consu-
mo diario de calorias es de 3.500
por persona. Esta situacién es com-
parada con lo que estd ocurrien-
do en paises del sur del Sahara,
en Africa, donde hay un consumo
promedio de 2.700 calorias, o en
Bangladesh y la India donde exis-
te un consumo diario de 2.600
calorias para ambos paises. Enton-
ces concluyo que el problema ac-
tual es un problema de distribu-
cién mds que de produccién, y que
su solucién no es motivo de discu-
sién para este foro.

Frente a este problema, lo situa-
cién de distribucién de alimentos
obedece a ofra serie de decisio-
nes, de politicas, las cuales estan
fuera del tema y por cierto de nues-
tras posibilidades de resolver. Sin
embargo, efectivamente tenemos
mdrgenes importantes de produc-
cién, y el hombre mismo a través
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de sus procesos de mejoramiento
de tipo convencional, ho venido
acumulando conocimientos, ha ve-
nido conservando los genes. Hoy
dia se tiene mucho mds herramien-
tas al alcance y disposicién, para
que con mayor exactitud podamos
identificar aquellos caracteres que
nos son benéficos y poderlos ma-
nipular. Hoy podemos concentrar
con cierta precisiéon genes en plan-
tas y animales, los cuales se pue-
den expresar para beneficio directo
del hombre incremen-tando la
produccién. Indudablemente, us-
tedes saben que hay techos fisio-
l6gicos y genéticos que obedecen
a procesos bioguimicos y que no
permiten un crecimiento constan-
te de la produccion. Unidos a es-
tos problemas que determinan o
limitan el crecimiento, existen otros
que el hombre ha creado a través
de sus sistemas de produccién. Por
ejemplo, el monocultivo, que si
bien permite un incremento en el
rendimiento unitario, ejerce tam-
bién una fuerte presién de selec-
cién que hace que las plantas sean
mds productivas, pero a la vez mds
vulnerables a enfermedades, pla-
gas y a factores adversos.

Oftro aspecto a considerar en cier-
tos cultivos es el de la salinidad del
suelo en algunas dreas, sobre todo
aquellas de irrigacién. La alta
salinidad de los suelos estd dismi-
nuyendo los rendimientos totales
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de algunos cultivos, al margen de
los famosos techos fisiolégicos y/o
genéticos.

Otro proceso que debemos tomar
en cuenta para la futura disponi-
bilidad de alimentos, es el creci-
miento de la desertificacién y la
erosién de los suelos. México es
uno de los ejemplos mds claros.
Hoy dia casi el 70% del pais estd
clasificado como zona semidrido;
posiblemente, en el pasado este
pais era rico en bosques natura-
les. Esta situacion de crecimiento
del desierto es muy dramdtica, so-
bre todo en los paises del sur del
Sahara, en donde afo a afo una
gran cantidad de hectéreas se pier-
den en forma irreversible por este
proceso.

Finalmente, deseo hacer énfasis en
la situacién del uso y abuso de los
pesticidas. Los compuestos quimi-
cos no solo estdn generando nue-
vas resistencias para los enemigos
de las plantas, sino también estén
eliminando los enemigos natura-
les de los pestes, de los insectos.
Pero lo més importante es la acu-
mulacién de compuestos quimica-
mente muy estables, que contami-
nan los rios y los suelos, reducien-
do la produccién.

Las biotecnologias, sin duda, pue-
den ser usadas para solucionar al-
gunos de los aspectos discutidos



anteriormente. En la actualidad
existe un gran ndmero de técnicas
que pueden ser usadas, quizds
podamos agregarle otras, sobre
todo en lo que se refiere a marca-
dores moleculares. Es importante
sefalar que esta tecnologia estd
disponible, que ha sido producto
de la investigacién, que en Chile,
una alta proporcién de ellas son
conocidas y usadas hoy en dia. En
este cuadro aparecen desde las
formas mds simples, que son la
multiplicacién de plantas median-
te cultivo de tejidos, hasta tecno-
logias complejas como son las de
ADN recombinante.

La micropropagacién, en el con-
cepto moderno del cultivo de teji-
dos, deberd estar combinada con
la eliminacién de patégenos, fun-
damentalmente virus. Se ha men-
cionado que en Chile por afos se
ha venido multiplicando material
por cultivo de tejidos, pero que ha
habido muy poca preocupacién
por las condiciones sanitarias de
los materiales. Pienso que una cosa
estd asociada con la otra, debido
a que si no se foma en cuenta la
eliminacién de patdégenos, espe-
cialmente virus, el cultivo de teji-
dos es tan eficiente para multipli-
car plantas como para multiplicar
enfermedades.

En los dltimos afios ha habido una
reconsideracién respecto al papel
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del cultivo de tejidos en el mejora-
miento genético, debido a un ma-
yor entendimiento de aspectos fun-
damentales, como la diferencia-
cién celular, y los procesos gené-
ticos y bioquimicos que la deter-
minan. De esta manera, en los
Ultimos cinco anos ha sido factible
realizar, en forma masiva, em-
briogénesis somdtica de soya que
hace siete afos era posiblemente
un suefo. Lo mismo esté ocurrien-
do con embriogénesis somdtica de
especies forestales. Entonces, con-
siderando este nuevo escenario, es
posible rescatar algunas de las tec-
nologias del cultivo de tejidos, los
que pueden ser usados en los pro-
cesos de mejoramiento de cultivos
de plantas anuales y de perennes,
incluyendo las forestales. El culti-
vo de anteras es un buen ejemplo,
la fusién y regeneracién de plan-
tas a partir de protoplastos y la va-
riacién somaclonal también lo son.
Este Gltimo proceso es poco enten-
dido, por lo cual su uso trae un
resultado incierto. Posiblemente, en
el futuro, el entendimiento de éste
nos puede permitir su control, y de
esta forma, ampliar la base
genética de algunos cultivos que
son, sin duda, importantes.

Oftro aspecto importante es la con-
servaciéon de germoplasma me-
diante el uso de la biotecnologia.
Existen varias técnicas moleculares
usadas en la caracterizacién de



germoplasma, que son muy impor-
tantes para los trabajos de mejo-
ramiento genético, pero poco he-
mos discutido sobre las bondades
de la conservacién in vitro, y even-
tualmente la crioconservacién. El
Dr. Rocca menciond en su presen-
tacién que el programa mds anti-
guo en conservacién in vitro era
el Programa de Yuca del CIAT; des-
de hace once afos, se ha mante-
nido bajo condiciones asépticas
una coleccién de plantas que se
propagan vegetativamente, y que
por ser precisamente la represen-
tacion de la diversidad genética,
muchos genotipos o fenotipos no
podrian sobrevivir en un campo ex-
perimental. El método es menos
costoso y tiene menor riesgo de
pérdida, que un Banco de Germo-
plasma in situ.

Finalmente, otra tecnologia que
ofrece amplias perspectivas es la
ingenieria genética. Esta tecnolo-
gia nos puede ayudar a mejorar o
a manipular en forma directa los
genes que confieren caracteristicas
de utilidad para las especies agri-
colas.

El abanico de tecnologias que aca-
bo de mencionar es de gran im-
portancia para la comunidad cien-
tifica mundial, pero también ha
provocado interés econdmico en
las empresas biotecnolégicas que
operan en el mundo. En este sen-
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tido, existen muy pocas empresas
que hoy dia estdn generando ga-
nancias a través de la venta de
productos en biotecnologia; pero
hay una gran cantidad de millo-
nes de délares en inversién y ob-
viamente estdn esperando retribu-
cién, a través de la venta de esos
productos.

Si analizamos la lista de los culti-
vos que son de prioridad para las
empresas biotecnolégicas, vemos
gue muchos que son endémicos,
importantes y que tfienen una re-
lacién cultural con la mayoria de
los paises, no figuran en esa lista.
En realidad existen muy pocas es-
pecies en las cuales las empresas
privadas han orientado sus bate-
rias y puesto todas sus capacida-
des tecnolégicas, porque esperan,
que a través de la venta de los pro-
ductos puedan recuperar sus inver-
siones en un tiempo razonable.

Pero entonces queda la pregunta
2De toda la diversidad, de los cul-
tivos de los cuales nuestros paises
dependen o tienen mucha afini-
dad, o relaciones culturales y que
tienen caracteristicas medicinales
o productivas, no estdn contempla-
dos por las empresas?. Este es un
elemento mds a considerar en el
desarrollo de la biotecnologia pro-
pia, nacional. Si estamos esperan-
do que los productos o los logros
de la biotecnologia lleguen a esos



cultivos de importancia local, va a
pasar mucho tiempo, y por otro
lado, si esperamos que cuando lle-
guen podamos tener acceso, ellos
van a ser muy caros. De ahi que
debemos empezar a pensar en
nuestras prioridades nacionales y
poner en la lista, posiblemente, el
tamarugo, la quinoa y ofros culti-
vos que sabemos que no van a ser
tocados por esas empresas, o por
otras universidades, cuyos infere-
ses no estdn propiamente en la
misma direccién que los nuestros.
El cultivo de tejidos, sin duda ha
trascendido la investigaciéon en re-
lativamente corto tiempo; desde los
primeros descubrimientos a la apli-
cacién prdctica, yo creo que no
han pasado més de 15 aios. Pien-
so que algo similar puede ocurrir,
o estd ocurriendo, en el caso de la
biologia molecular. Quiero resal-
tar el hecho de que la
micropropagacion, que trascendid
rédpidamente del dmbito cientifico
a uno meramente comercial, hoy,
nos lleva a considerar que cual-
quier empresa que esté relaciona-
da con la multiplicacién de plan-
tas, si no contempla este proceso
bajo las condiciones de calidad y
grandes voliUmenes, estaria fuera
de mercado.

En este aspecto, quiero hacer mu-
cho énfasis en la relacién entre
ciertos cultivos y la biotecnologia.
Por ejemplo, en banano la canti-
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dad de plantas que se ha produci-
do en los Gltimos diez afos y la
disponibilidad de la tecnologia de
micropropagacién, en forma efi-
ciente, no ha rebasado los 6 a 7
afios, en los cuales paises como
Costa Rica han duplicado en 4
afos su superficie cultivada, gra-
cias a la disponibilidad de las plan-
tas. No estamos analizando si eso
es bueno para la economia, es una
decisién politica que se tomd en
un tiempo y tiene un costo am-
biental. Gracias a la disponibili-
dad de las plantas producidas por
cultivos de tejidos, el pais decidié
duplicar su produccion de bananos
de exportacién y hoy dia, después
de 5 anos, es el segundo produc-
tor mundial después de Ecuador.
Esto es importante sefialarlo, por-
que ahi se asocia la disponibilidad
de una tecnologia con una deci-
sidn politica y un interés comercial;
y en un corto tiempo como son 5
anos, se puede valorar el impacto
econémico.

Oftro ejemplo es el proyecto reali-
zado en Jordania, cuyo objetivo
fundamental era establecer plan-
taciones de vid. La FAO financié
la obtencién de las plantas libres
de virus producidas por cultivo de
tejidos. La vida del proyecto era de
2 anos, pero no era factible en este
tiempo llevar las plantas a este ni-
vel, de ahi que se decidié comprar-
la en condiciones asépfticas. Se ob-



tuvieron en Francia, se establecie-
ron los materiales y se hizo un pe-
quefo laboratorio con la capaci-
dad para recibir material, el cual
fue desmantelado una vez que se
recibié el material y que se llevé a
vivero, de esta forma se pudieron
establecer 60.000 plantas en un
corto periodo.

Las ventajas de mover grandes vo-
l[omenes de material vegetal de un
pais a otro son, entre otras, venta-
jas fitosanitarias que se apoyan al
existir la garantia de que los ma-
teriales estdn libres de enfermeda-
des, y se facilitan todos los trami-
tes. Eso es factible gracias a la dis-
ponibilidad de estas técnicas. En-
tonces, esto es algo que también
debemos tomar en cuenta, ya que
con la globalizacién econémica,
la importacién y el intercambio de
materiales se va a requerir de un
mecanismo mucho mds sano, en
términos fitopatolégicos, para el in-
tercambio y la introduccién de ma-
teriales a los paises, asi como mdés
expedito en los asuntos adminis-
trativos.

Oftro ejemplo es un proyecto reali-
zado en Vietnam en el cual se pre-
tendia influir en el proceso de me-
joramiento a través del cultivo de
anteras de arroz, y es muy satis-
factorio ver como los materiales
producidos in vitro realmente tie-
nen un impacto en el campo.
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En el mundo existen 4.4 millones
de accesiones, las cuales estdn
distribuidas de diferente forma. Por
ejemplo, Estados Unidos tiene
750.000 accesiones. En toda Amé-
rica Latina tenemos 441.000 ac-
cesiones y los Centros Interna-
cionales, cuyo mandato es la con-
servacién, son depositarios de las
colecciones mundiales de sus
rubros. Los tres Centros estableci-
dos en América Latina suman
510.000 accesiones almacenadas.

Al mencionar estos datos, hay que
considerar varios puntos. Prime-
ro, que los paises en desarrollo que
estdn pobremente representados
en los centros de conservacién de
germoplasma, por razones que
podemos discutir, son los que han
donado a la humanidad esta di-
versidad. Sin embargo, hoy diqg,
afortunadamente el germoplasma
se ha almacenado fuera de esos
centros de origen ya que de otra
forma habrian desaparecido. Pero
ahora es importante considerar
que debido a que tenemos tecno-
logias, especificamente métodos
biotecnolégicos que hacen que
cualquier gen cobre valor diferen-
te, debemos tomar en cuenta la
necesidad de tener acceso libre a
ese germoplasma, pero igualmen-
te retribuir a los paises donadores
de este el mismo reconocimiento
y beneficios que a los paises
donadores de tecnologias.



En la distribucién de este germo-
plasma ocurre la paradoja de que
los paises donantes de la diversi-
dad genética son los menos desa-
rrollados tecnolégicamente. En-
tonces debemos pensar que en un
futuro, para hacer uso a través de
los métodos mds avanzados de
esta diversidad de genes, ésta debe
estar muy directamente asociada
con la disponibilidad de las tecno-
logias, por lo cual nuestros paises
deben desarrollarlas.

Estos materiales estdn en su ma-
yoria conservados en forma de
semillas y se encuentran en ban-
cos de germo-plasma de corto,
mediano y largo plazo. En éstos
se mantiene esta diversidad con
mucha eficiencia. Sin embargo,
aqui hemos venido discutiendo
sobre la posibilidad y la potencia-
lidad de utilizar la biotecnologia
para la conservacién de germo-
plasma.

Quisiera referirme al hecho de que
los 4.4 millones de accesiones, Uni-
camente 37.000 existen en condi-
ciones in vitro. 2Por qué?, ¢Es que
la biotecnologia no sirve para con-
servar el germoplasma?, 2Es real-
mente muy costoso? o como se ha
indicado, 2tiene muchos riesgos?.
Pienso que esto se debe a que don-
de estd la diversidad no estd la tec-
nologia, y que en consecuencia,
esta tecnologia tiene que desarro-
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llarse en los paises que poseen la
diversidad. Por ejemplo, en el ban-
co de germoplasma de la Univer-
sidod de Lovaina, Bélgica, existe
una coleccién mundial de bananos
y pldtanos con cerca de 1.000 ac-
cesiones, de las que aproximada-
mente el 60% pertenece a la par-
te de Asia y Africa, y el resto re-
presenta la diversidad genética de
estas dos especies de América. No
podemos todavia beneficiarnos del
60% de la diversidad genética,
debido principalmente a la presen-
cia de un virus, en el que a pesar
de que se ha venido trabajando
muy intensamente, no estd claro
si existe una técnica suficientemen-
te desarrollada que pueda detec-
tar su presencia en el germoplas-
ma. En Australio hay un grupo
fuerte trabajando con este virus, lo
mismo en Montana, Estados Uni-
dos.

La verdad es que la conservacién
in vitro tiene sus problemas, ries-
gos y sus costos. De ahi que se ha
impulsado recientemente la utili-
zacién de la crioconservacién
como uno de los métodos de con-
servacion por tiempo indefinido.
Hay resultados muy importantes en
algunas especies: podriamos des-
tacar a la yuca, el clavel, el café,
el banano y algunas palmaéceas.

Existen 3.400 millones de hecté-
reas forestales en el mundo, lo que



representa el 26% de la superficie
arable del planeta. En muchos
paises, principalmente la parte tro-
pical de América, esa drea fores-
tal estd siendo destruida en forma
bastante acelerada. Tal vez podria-
mos pensar que es debido a la
agricultura y aqui vuelvo a referir
el caso de Costa Rica que conoz-
co. Debido a la expansién del ba-
nano hay una relacién muy direc-
ta con la disminucién de la super-
ficie boscosa. En este aspecto,
hemos estado perdiendo una gran
diversidad. Existe la tecnologia, la
posibilidad de caracterizar el ma-
terial, también la posibilidad de
almacenarlo. Esto es un reto muy
importante que tenemos que tomar
en cuenta.

Cuando se piensa en las planta-
ciones, se considera que la
biotecnologia va a apoyarlas o
impulsarlas. Posiblemente asi seq;
aqui hemos tenido presentaciones
muy importantes al respecto. Lo
que deseo resaltar es que hoy en
dia, de los 100.000 millones de
hectdreas plantadas que existen en
el planeta, sélo se cubre el 7% de
la demanda mundial. Como resul-
tado hemos seguido explotando
las plantaciones forestales de tipo
natural para abastecer el 93% del
consumo mundial de papel.

En cuanto a los problemas en el
mejoramiento de los especies fo-
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restales, pudiéramos concentrar-
nos en dos aspectos fundamenta-
les. Los largos intervalos genera-
cionales, que de alguna forma li-
mitan los programas de mejora-
miento de tipo convencional, que
son muy pocos en el mundo (tal
vez uno de los mds viejos es el de
la Criptomelia de Japén). Creo que
en la mayoria de los paises avan-
zados, el mejoramiento no debe
llevar mds alld de 60 a 70 anos.
La otra limitacién es que los crite-
rios de seleccién, en especies don-
de estdn presentes los caracteres
poligénicos con mucha influencia
de factor ambiental, hacen muy di-
ficil poder desarrollar un buen
mejoramiento de tipo convencio-
nal.

Yo existen algunos resultados im-
portantes relacionados con la mul-
tiplicacién por cultivo de tejidos en
algunas especies. Hoy dia dispo-
nemos de protocolos para més de
1.000 especies en cultivo de teji-
dos, de donde las especies fores-
tales cada vez cobran mayor rele-
vancia. El problema de la relacién
juvenilidad en tejidos adultos sigue
siendo lo mds importante; nos en-
cantaria tener un sistema que per-
mitiera clonar individuos a partir
de las partes adultas de los drbo-
les, sin embargo, siempre ha ha-
bido el problema pues en la medi-
da que el explante proviene de un
individuo més adulto, su capaci-



dad y habilidad regenerativa va
disminuyendo. De ahi que tenga-
mos que depender de explantes
juveniles, los cuales no garantizan
en una alta proporcidn las carac-
teristicas de un individuo adulto.

En este aspecto pudiera pensarse
que en el corto plazo la
biotecnologia va a jugar un papel
mds importante en el mejoramien-
to de especies forestales. El uso de
marcadores moleculares que aqui
se ha sefialado puede rendir fru-
tos. Seguimos hablando de corre-
laciones entre algdn marcador y
las caracteristicas totales de un
darbol "plus". Aspectos como el con-
trol de calidad, criterios de selec-
cién relacionados con los progra-
mas de mejoramiento, pudieran
ser motivo de estudio en funcién
de estas correlaciones. Mds a lar-
go plazo, lo ingenieria genética de-
beria jugar un papel importante,
especificamente podriamos pensar
en un proyecto de ingenieria
genética orientado a la esterilidad
masculing, la esterilizacién de los
conos, por ejemplo, y producir se-
milla de mejor calidad. Otro as-
pecto que debe ser considerado
seriamente es mejorar las técnicas
de cultivo de tejidos por embrio-
génesis somdtica. Esta, sumada a
la semilla artificial, deberia ser una
de las metas a buscar. Asi se po-
drian establecer en un futuro plan-
taciones con mayor ganancia
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genética. Finalmente, respecto a la
ingenieria genética para resisten-
cia a insectos, vimos algunos re-
sultados de resistencia a herbici-
das, tengo mis dudas en cuanto a
si deberia ser uno de los objetivos
para un programa tan ambicioso
como puede ser la transformacién
de especies forestales, pero obvia-
mente ustedes tienen mucho mds
autoridad al respecto.

Quiero cerrar mi intervencion se-
fialando que no toda la agricul-
tura extensiva va a ser la solu-
cién para incrementar los rendi-
mientos, porque no todo es pla-
no; tenemos que tener tecnologias
para todo ese mosaico de carac-
teristicas agronémicas de todos los
paises y de todas las partes
agroecolbgicas del planeta, de ohi
que debe haber alternativas de so-
lucién para cada una de esas po-
blaciones. Esto estd especialmen-
te asociado con la gente joven, que
se estd preparando para solucio-
nar todos los problemas que he-
mos indicado aqui.

El fitomejorador, la persona que
hace mds arte que ciencia, que
sabe distinguir entre una planta y
el futuro, es fundamental para la
biotecnologia. Si no estd este im-
portante elemento, la biotec-
nologia es sélo una tecnologia mas
que va a ferminar en un articulo
cientifico. La recomendacién es



que empecemos a pensar en gru-  buscarse un buen bibdlogo
po. Un bidlogo molecular tiene  molecular, para que de esa unién
que buscarse un buen agrénomo,  se obtengan resultados realmente
o un buen agrénomo tiene que  satisfactorios.
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LEGISLACION Y NORMATIVA NACIONAL QUE REGULA LA
LIBERACION DE MATERIAL TRANSGENICO
EN LA AGRICULTURA.

Carmen Cabrera
SAG
Santiago, Chile

A partir de la aplicacién de
recombinacién genética en el afio
1973 por Cohen y Bayer en USA,
se ha observado en estos ¢ltimos
afos un interés por ingresar ma-
terial transgénico a pafises del he-
misferio Sur.

En Chile, se ha hecho sentir su in-
greso bajo la forma de semilla
destinada a multiplicacién, evalua-
cién de la modificacién genética,
para luego ser exportada.

Frente a esta presién de ingreso y
con la intencién de mantener un
conocimiento oficial de ellos, se
han adoptado las siguientes me-

didas.

I. Establecimiento de normas
regulatorias para la internacién
de moterial vegetal transgénico.

El Servicio Agricola y Ganadero
(SAG), entidad oficial encargada
de regular el ingreso de material
vegetal, optd por recurrir a la le-
gislacién vigente de Proteccién
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Agricola. De este modo, a través
del Decreto Ley N° 3.557/80, dic-
t6 la Resolucion N° 1927/93, que
establece las normas para regular
la internacién de material vegetal
transgénico. En ella se senala lo
siguiente:

® Se autoriza el ingreso caso a
caso a través de una Resolucion
dictada por el Departamento de
Proteccién Agricola, la que es-
tablece el lugar de cuarentena.
La semilla debe ser reexporta-
da o destruida, segin corres-
ponda.

El material debe estar en una
Oltima etapa de estudio de su
transgenia, situacién que debe
ser certificada a través de un
documento oforgado por la
entidad competente del pais de
origen, en el cual se sefale que
el material no fue nocivo al
medio ambiente ni a la agricul-
tura, durante las sucesivas libe-
raciones o campo.

Debe cumplir una cuarentena
de cultivo, y posterior a la co-
secha el suelo permanecerd en



observacién por el SAG duran-
te 6 — 12 meses, dependiendo
de la especie y el tipo de modi-
ficacién genética sufrida.

Il. Creacién de un comité asesor
permanente del Ministerio de
Agricultura.

En octubre de 1993, el Ministerio
de Agricultura creé el "Comité Ase-
sor para la Liberacién de Orga-
nismos Transgénicos" (CALT), como
una instancia de consulta y apoyo
técnico que asesora al SAG, que
actualmente representa la Unica
dependencia con autoridad legal
para controlar el manejo de plan-
tas transgénicas.

El CALT se constituyé oficialmente
el 22 de noviembre de 1993; lo
conforman especialistas represen-
tantes de los Ministerios de Agri-
cultura y Salud, de Institutos de In-
vestigaciéon Agricola y de varias
Universidades. Cada uno de sus
integrantes fue nombrado por el
Sr. Ministro de Agricultura, tienen
cardcter permanente, deben man-
tener la confidencialidad de los an-
tecedentes técnicos que reciben, y
estén falcultados para incorporar,
cuando las circunstancias asi lo
aconsejan, a otros especialistas.
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Al amparo de la citada Resolucién
N° 1927/93y con la asesoria téc-
nica del CALT, el SAG ha autoriza-
do la internacion de siete especies
de semilla transgénica, con las si-
guientes modificaciones genéticas:

Tomate: Modificacién que le otor-
go larga vida.

Canola (raps): Modificaciones
genéticas que le otorgan resisten-
cia a herbicidas glufosinato de
amonio (Basta), glifosato (Roun-
dup) y alto contenido de dacidos
grasos.

Maiz: Modificado para resistir a los
herbicidas Basta, Roundup y a in-
sectos lepiddpteros.

Soya: Modificado para resistir a los
herbicidas Basta, Roundup y alto
contenido de dcidos grasos desea-
dos.

Trigo: Con modificacion que le
oforga resistencia a los herbicidas
Basta, Roundup.

Tabaco: Con resistencia al virus
PVY (Potato Virus Y), raza necrdtica.

Remolacha: Con resistencia al her-
bicida Basta
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IDEAS Y SUGERENCIAS PARA LA ELABORACION DE UN
PROGRAMA NACIONAL PARA EL DESARROLLO DE LAS
BIOTECNOLOGIAS

SILVOAGROPECUARIAS

Albert Sasson
Subdirector General

UNESCO
|. Politicas Generales

Para un pais abierto al comercio
internacional que ha adoptado un
sistema de economia liberal, la in-
versién tecnoldgica es hoy indis-
pensable para enfrentar la crecien-
te competencia en los mercados
regionales y mundiales.Ello permi-
te basar la ventaja competitiva ya
no en una mano de obra barata,
sino en otro tipo de ventajas como
son el ofrecer productos de mejor
calidad y una mayor diversidad de
productos derivados de la innova-
cién tecnoldgica. Esto permite,
ademds, anadir valor agregado a
las materia primas de manera de
transformar al pais en un expor-
tador de productos mdés sofisti-
cados y eloborados. Esta estrate-
gia es la que estdn utilizando la
mayoria de los paises del Sudeste
Asidtico que han basado el desa-
rrollo de su agricultura en un fuer-
te desarrollo agroindustrial lo que
les ha permitido, posteriormente,
dar un gran salto hacia la indus-
trializacién general del pais. To-
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EN CHILE

dos estos paises han dado priori-
dad, en sus planes de desarrollo,
al establecimiento de una fuerte
infraestructura en el drea cientifi-
co-tecnolégica, creando universi-
dades e institutos de investigacién
especializados, y dando un fuerte
impulso a la capacitacién de la
mano de obra.

Las biotecnologias ofrecen la po-
sibilidad de ser usadas como una
de las herramientas para el logro
de los objetivos anteriormente
planteados, es decir, agregacién
de valor a la materia prima, diver-
sificacién de las exportaciones y
aumento de la calidad de las mis-
mas. Lo anterior no implica que
las biotecnologias sean las Unicas
herramientas utilizables para es-
tos propdsitos, ni que las tecnolo-
glas tradicionales dejen de jugar
un rol importante en este proceso.
Mas bien, ellas representan una
complementacién que permite au-
mentar la rapidez y eficiencia en
el logro de los objetivos que se
planteen.



[Il. El Programa Nacional de
Biotecnologia

¢Por qué es necesario un Progra-
ma Nacional? Porque cuando los
recursos son escasos y el sector
productivo aln no es capaz de
asumir integramente las responsa-
bilidades de la investigacién-desa-
rrollo, la mejor manera de enfren-
tar el desafio tecnolégico es a tra-
vés del fortalecimiento de la for-
macién técnica’y de un buen es-
fuerzo coordinador que articule los
distintos laboratorios existentes,
tanto entre ellos como con el sec-
tor productivo. El Programa debe
no sélo dirigir la investigacién ha-
cia objetivos concretos, sino que
debe considerar mecanismos de
estimulo para que los investigado-
res del pafs se incorporen al desa-
rrollo de actividades orientadas a
los objetivos planteados, es decir,
aumento de la calidad, agregacion
de valor, y diversificacién de la pro-
duccién.

2Por qué un Programa Silvoagro-
pecuario? A pesar de que las téc-
nicas biotecnolégicas tienen apli-
caciéon en muchos campos como
la medicina, la farmacologia, la in-
dustria minera y otras, por la na-
turaleza de Chile parece ser que
las biotecnologias agropecuarias
tienen un potencial mayor, dado
que el pais ha orientado su agri-
cultura fundamentalmente hacia el
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sector exportador. Ademds, las
biotecnologias aplicadas al sector
silvoagropecuario se encuentran
en un estado de desarrollo que
permite la obtencién de resultados
a plazos menores. Por otra parte,
estd libre, en la mayoria de los
casos, de las restricciones éticas
que afectan la aplicacién de estas
tecnologias al campo de la salud
humana.

Dado las particularidades que pre-
senta la agricultura chilena a lo
largo de sus diversas zonas
agroclimdticas, parece indispensa-
ble que el Programa no sélo con-
sidere el desarrollo de proyectos
nacionales, sino que también de
proyectos regionales que afiendan
los necesidades de desarrollo de
regiones, pero sin perder de vista
el marco de politica nacional que
necesariamente el Programa debe
contemplar. Esto significa que de-
ben formularse proyectos especifi-
cos que, como ya se ha dicho,
pueden ser de cardcter nacional o
pueden atender las necesidades
regionales de acuerdo a los obje-
tivos planteados como estratégicos
en las regiones que se desarrollen
y a los equipos de trabajo disponi-

bles.

¢Cémo concebir el Programa, sus
componentes y sus proyectos es-
pecificos? Parece obvio que los
componentes planteados en el Pro-



grama, es decir, formacién y ca-
pacitacién de recursos humanos,
apoyo a la investigacién y a la in-
fraestructura fisica, promocién de
la interdisciplinariedad y de la
transferencia de tecnologia, el foro
técnico de discusién, informacién
y difusién de los adelantos cientifi-
cos y los incentivos para estimular
a los investigadores, son adecua-
dos para satisfacer las necesida-
des minimas del Programa. Sin
embargo, los proyectos especificos,
tanto de cardcter nacional como
regional, deben contemplar plazos
de ejecucién y resultados espera-
dos.

Ill. Prioridades

La priorizacién debe contemplar
tanto los rubros productivos como
las tecnologias susceptibles de uti-
lizar y, de manera muy importan-
te, los recursos adicionales de que
dispondria para la puesta en mar-
cha del Programa. Parece claro
que, dada la naturaleza de las
actividades agropecuarias chile-
nas, el proyecto debe priorizar,
para una primera etapa las activi-
dades orientadas a los rubros ex-
portables. Por ejemplo, en el drea
hortofruticola podria priorizarse la
uva de mesa y la uva para vino,
ya que ellas representan un impor-
tante rubro de exportacién. Alter-
nativamente, se podria querer
incentivar la exportacién de algun
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rubro que actualmente no se ex-
porte y para el cual el pais posea
ventajas competitivas favorables.
Tal podria ser el caso de la leche,
donde la biotecnologia podria ser
utilizada para el diagndstico de las
enfermedades del ganado, para
producir y utilizar hormonas de cre-
cimiento, para mejorar la alimen-
tacién del ganado, etc.

En una segunda etapa el Progra-
ma podria incluir rubros orienta-
dos al mercado interno para la
sustitucién de importaciones.Tal
seria el caso del arroz donde las
biotecnologias disponibles son de
facil y répida aplicacién en la ob-
tenciéon de nuevas variedades
mejoradas. Tal vez este tipo de pro-
yectos, destinados a rubros del
mercado interno, deban tener ba-
ses fuertemente regionales.

En el sector forestal las biotec-
nologias son particularmente Gti-
les para mejoramiento genético,
dado el largo ciclo biolégico de las
especies forestales. Por ejemplo
se pueden utilizar la clonacién de
plantas "plus", mediante micropro-
pagacion, que representa una de
las biotecnologios de mds bajo
costo. En el sector forestal habria
que poner énfasis en la diversifi-
cacién de las especies cultivadas,
poniendo énfasis en la utilizacién
de especies nativas, ya que en es-
tas especies el frabajo estd menos



desarrollado y requiere de mayo-
res estudios bdsicos. Un-proyecto
que considere especies nativas
debe estar destinado al
repoblamiento de las dreas ya ex-
plotadas, lo que tendria un fuerte
efecto en disminuir el impacto am-
biental negativo actualmente visi-
ble producto del acelerado desa-
rrollo de la industria forestal en el
pais. También el programa debe
contemplar usos alternativos para
el recurso forestal, como son la
obtencién de esencias y resinas.

Los proyectos de cardcter nacio-
nal tal vez puedan estar orienta-
dos mds que a un rubro especifico
a una especialidad dentro de la
biotecnologia. Por ejemplo, podria
formularse un gran proyecto para
reforzar las capacidades de distin-
tos laboratorios a lo largo del pais
en cultivo de tejidos. O podria for-
mularse un proyecto de diagnés-
tico de enfermedades, ya sea utili-
zando anticuerpos monoclonales
o técnicas de PCR. Otro proyecto
nacional podria decir relacién con
uso de marcadores genéticos para
identificacién de germoplasma na-
tivo lo que le permitiria al Progra-
ma agregarle valor al rico y diver-
so germoplasma disponible en el
pais. Otro proyecto podria estar
destinado a mejorar el ambiente,
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con el objeto que el pais pueda dar
garantias de que los productos ex-
portables estdn siendo producidos
sobre una base sustentable. Un
proyecto como este debe contem-
plar el tratamiento de aguas servi-
das para su reutilizacién en el re-
gadio, la degradacién de los resi-
duos de la industria ganadera, la
degradacién de residuos de la in-
dustria forestal, etc.

Un ejemplo notable de este tipo
de trabajo es lo desarrollado por
Nueva Zelanda, que ha implemen-
tado, en un breve plazo y a un
bajo costo, diversas biotecnologias
que permiten vender al pais como
uno de ambientes sanos y susten-
tables en el tiempo.

IV. Recursos para la puesta en
marcha del Programa

Se estima que una cifra minima
dada la naturaleza del pais y el
tamano del sector silvoagropecua-
rio, serfa de unos 4 a 5 millones
de ddlares por ano. Este monto no
necesariamente debe provenir en
su totalidad del erario nacional,
sino que deben buscarse mecanis-
mos de cofinanciamiento con el
sector privado y/o con organismos
internacionales de financiamiento.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Antonio Hargreaves
INIA
Santiago, Chile

Me ha tocado la misién no siem-
pre facil de tratar de sintetizar,
resumir y sacar algunas conclusio-
nes de una reunién de tres dias,
en la cual se han tocado varios
temas, si bien es cierto todos orien-
tados en la misma linea biotec-
nolégica, pero cada uno de ellos
con su identidad propia.

El primer dia planteé el temor de
que a lo mejor las expectativas que
se habian cifrado para esta re-
unién habian sido demasiado al-
tas, y tal vez no pudiéramos llegar
a conclusiones muy claras y preci-
sas. Mi impresién y la de los con-
sultores y asistentes, después de
haber terminado esta Conferen-
cia, es que las expectativas pues-
tas en ésta se han cumplido. Es
cierto que no ha sido fdcil conse-
guir el consenso en algunas de las
materias, y eso es entendible por
la diversidad y nimero de cientifi-
cos que participaron en este even-
to. Sin embargo, hay algunos as-
pectos que quiero destacar; por
ejemplo, ha habido una sélida en-
trega e intercambio de informacion
entre los cientificos chilenos y los
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miembros de la misién que hoy dia
nos acompanan. Otro aspecto re-
levante es que en estos dias de re-
unién, hemos logrado un gran "
input " de informacién para la
estructuracién en conjunto del Pro-
grama. Sin embargo, existe por
parte de la misién una preocupa-
cién bastante importante por la
falta de tiempo para elaborar un
Programa de tal envergadura, y de
tanta importancia para el pafs. A
pesar de esta situacién, el coordi-
nador de la misién de expertos, el
Dr. Victor Villalobos, estd confia-
do que el trabajo podrd ser finali-
zado y presentado al Ministerio de
Agricultura, como fue planificado
previamente.

Entendemos también que el docu-
mento puede incluir algunas
imprecisiones, o informaciones in-
completas en algunos aspectos,
pero eso no debiera preocuparnos
mayormente, ya que sabemos que
estdn alli todos los lineamientos
necesarios para abordar esta em-
presa.

Me gustaria rescatar un concepto



vertido por el Dr. Chuck Niblett,
quien menciond que ellos (la mi-
sidén) no pretendian decirles a los
cientificos chilenos lo que tienen
que hacer, cémo lo tienen que
hacer y hasta dénde tienen que lle-
gar. Este planteamiento nos debe-
ria hacer reflexionar en el sentido
de gue eso es verdad. Creo que
mucho depende ahora de la posi-
cién y la decision que tomemos no-
sotros como cientificos chilenos
para llevar a cabo esta empresa.
Lo que si es importante, es que la
misién nos ha entregado ciertos
lineamientos generales, la expe-
riencia de cada uno de ellos en sus
distintas especialidades, y su co-
nocimiento del ambiente interna-
cional en biotecnologia, y esto nos
va a ayudar definitivamente a no
cometer errores en un plan de la
envergadura que pensamos abor-
dar. De modo que en ese sentido,
nosotros valoramos el apoyo que
nos ha entregado esta misiéon de
expertos internacionales. Yo creo
y estoy cierto que nosotros sabre-
mos cumplir a cabalidad lo que
nos queda por delante, que es la
parte mds importante, es decir,
consolidar este Programa y hacer-
lo permanente en el tiempo.

Los expertos nacionales e interna-
cionales han manifestado su pre-
ocupacién por una falta de coor-
dinacién entre los cientificos y las
instituciones chilenas que estan
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haciendo trabajos en biotec-
nologia. En este sentido, yo qui-
siera hacer un serio y muy fuerte
llamado a todos quienes llevaran
a cabo, o que estardn implicados
en este plan, para trabajar coor-
dinadamente y en forma multidis-
ciplinaria. Con el trabajo aislado
no se va a llegar a ninguna parte
y no vamos a ser capaces de con-
solidar lo que estamos haciendo.
Tenemos que llevar esto con una
visién mds colaborativa, una visién
de pais y podremos, de esa for-
ma, potenciar la excelencia que
podamos alcanzar, lo que depen-
de sélo de nosotros.

Un aporte importante que discuti-
mos ayer durante la reunién con
la misién, es que la ciencia hoy dia
en el mundo se estd manejando
en un solo lenguaje, que es el in-
glés. Asi, para que Chile pueda
insertarse y complementarse con
los distintos institutos o distintas or-
ganizaciones de investigacién
avanzada a nivel del mundo, tie-
ne que ser necesariamente me-
diante el inglés. El trabajo de la
ciencia en el mundo es en inglés,
y esa es una realidad.

Pasemos ahora a lo discutido en
esta Conferencia. En el tema de
las aplicaciones de la biotecno-
logia a la produccién animal se ha
detectado que existen pocos gru-
pos que estan trabajando. Sin em-



bargo, éstos tienen un buen nivel
de preparacién, un buen nivel de
trabajo, aunque con limitaciones
fundamentalmente de recursos
humanos y de integracién entre las
distintas instituciones. También hay
un problema de recursos financie-
ros para poder llevar a cabo los
trabajos.

Como conclusiones de todos los
aspectos discutidos en la seccién
de Biotecnologia Animal, es nece-
sario destacar y profundizar un
mayor desarrollo de la tecnologia
con el ADN. Por ejemplo, no hay
trabajos en el pais de marcadores
genéticos, pero si los hay en
genética de poblaciones. Por esto,
una tarea inmediata podria ser la
incorporacion de la biotecnologia
dentro del mejoramiento genético
animal.

Oftra drea que debe reforzarse es
la diversificacién de especies para
aumentar la produccién pecuaria.
Al respecto, la transgenia o trans-
formaciones genéticas en anima-
les pareciera ser uno de los cami-
nos a seguir. El manejo de la
microflora a nivel ruminal, para
hacer animales més eficientes en
la utilizacién de forrajes, sobre todo
de forrajes mds toscos, es ofra li-
nea de trabajo a considerar en el
futuro cercano. La manipulacién y
la micromanipulacién de embrio-
nes es también una alternativa vi-
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gente en estos momentos, sélo fal-
ta masificarla de una manera bas-
tante més efectiva de lo que se estd
haciendo en estos momentos. Por
Gltimo, en relacién al diagnéstico
de enfermedades, hay que seguir
trabajando; si bien es cierto exis-
ten algunos antecedentes en el
pais, hay que avanzar bastante
mds en esta linea, por ejemplo en
el drea de anticuerpos mono-
clonales.

En el cultivo de tejidos, las presen-
taciones incluyeron una completa
revision de los laboratorios de esta
drea que estdn funcionando en
Chile. Se esté trabajondo en dis-
tintos cultivos anuales, frutas, plan-
tas ornamentales, hortalizas, plan-
tas forestales. Sin embargo, exis-
ten pocos trabajos relacionados
con las especies que estén en pe-
ligro de extincién o con las espe-
cies nativas o endémicas chilenas.
La técnica de cultivo de tejidos
debe, necesariamente, conectarse
con el mejoramiento de plantas y
con la transformacién genética.
Tenemos que hacer este trabajo
mds cientifico y se deberia evolu-
cionar mds hacia la biologia celu-
lar para ampliar el conocimiento
de los procesos involucrados en
esta técnica.

El cultivo de tejidos podria tener
un rol importante en la conserva-
cién de germoplasma, en la in-



duccién de variabilidad genética,
enla Trgnéformccién genética, etc.
En este campo hay una gran ne-
cesidad de trabajos cooperativos
entre los laboratorios nacionales y
de conexiones internacionales. Por
ejemplo: hay alrededorde 106 12
laboratorios privados en el pais
que estén trabajando en propaga-
cién o en cultivo de tejidos, y un
poco mds de 20 laboratorios in-
sertos en las universidades e insti-
tutos. Sin embargo, esta técnica
deberia orientarse definitivamen-
te hacia la biologia celular , y los
trabajos de investigaciéon deben
tener un objetivo y llegar a un pro-
ducto determinado.

Los marcadores se visualizan como
una herramienta clave para el de-
sarrollo del Programa de Biotec-
nologia. Los distintos usos de los
marcadores moleculares se han
discutido largamente y estén inclui-
dos en los estudios de biodi-
versidad, en el apoyo a la seleccion
de plantas en los programas de
mejoramiento, en transformacio-
nes genéticas, y en la identifica-
cién de variedades con el "fin-
gerprinting", y otros. Es necesario
que se conozca a cabalidad su
necesidad, aprender cémo usarlos,
a priorizar y masificar su uso, de-
pendiendo del objetivo del traba-
jo que se esté realizando. También
es muy importante iniciar traba-
jos en el establecimiento de tec-
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nologias mas fundamentales, por
ejemplo, clonacién de genes.

Es importante sefalar que esta tec-
nologia, esencial y fundamental,
necesita de investigadores de alto
nivel, y en este sentido el capital
humano es muy escaso. Se ha de-
tectado, por ejemplo, que los cien-
tificos que se preparan en el ex-
tranjero y vuelven al pafs, se
desvinculan no solamente del |u-
gar de origen donde obtuvieron su
especializacion sino también del
medio local, porque no encuentran
un nicho donde poder desarrollar
lo que han aprendido.

Si bien es cierto esta investigacién
mds bdsica es extremadamente
relevante, no hay que perder de
vista el interés del Gobierno, y es
que este Programa de Biotec-
nologia tenga un efecto en la pro-
duccién agricola, en un plazo ra-
zonablemente rdpido. Los marca-
dores moleculares deben, necesa-
ria y urgentemente, ligarse a la
genética de plantas y a lo genética
de animales, logrando una ade-
cuada coordinacién de los distin-
tos especialistas. Este trabajo debe
enfrentarse desde un principio con
miras hacia la automatizacién,
porque normalmente es un traba-
jo largo y, a veces, bastante tedio-
so.

Para hacer estudios de biodiver-



sidad y conservacién, es necesa-
rio saber primero si existe diversi-
dad genética y dénde se localiza,
para poder implementar politicas
de conservacién. En este sentido,
los marcadores moleculares pue-
den jugar un rol muy importante,
y aqui hay que diferenciar dos co-
sas: la orientacién comercial, se
quiere lograr mds homogeneidad
en los productos de exportacién, y
desde el punto de vista del mejo-
ramiento y recursos genéticos se
requiere preservar la diversidad.
De modo que esta suerte de anta-
gonismo tiene que tener su punto
de equilibrio en los trabajos que
se realicen. Estd también la reco-
mendacién de crear varios centros
regionales con distintos niveles de
especializacién, pero tal vez con
un gran centro que desarrolle téc-
nicas en marcadores moleculares
a nivel nacional. Y no olvidar que
los marcadores moleculares estdn
sujetos a patentamiento, en el caso
de Chile esto es fundamentalmente
importante.

Respecto a transformaciones gené-
ticas, los laboratorios que estén ha-
ciendo transgénesis en el pafs son
relativamente pocos. Ahora bien,
se debe entender que para hacer
transgenésis o para hacer trans-
formaciones genéticas hay que te-
ner genes, y estos deben estar li-
bres de patentes, por lo tanto, en
este sentido, se tiene que trabajar
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bastante mds en la identificacién
de estos genes en materiales chi-
lenos.

El Programa Nacional debe nece-
sariamente recomendar la capa-
citacién, y las acciones necesarias
para interesar a investigadores
mds j6venes en aspectos de la
biologda celular. Es necesario que
la ciencia se haga mds atractiva
para todos los j6venes universita-
rios.

Otro aspecto de gran importancia
para el pals es la orientacién de la
biotecnologia y la ingenieria
genética hacia la postcosecha, la
fisiologia de esta, dado nuestro
cardcter de pais exportador.

En términos generales existe el
consenso de buscar todas las po-
sibilidades de financiamiento para
poder potenciar este plan. En la
medida que se presente un plan
consolidado como pais, con un
objetivo bastante més dirigido y
orientado, las posibilidades se van
o hacer una realidad.

El Programa Nacional contempla
una cierta cantidad de recursos. Se
han manejado algunas cifras, pero
hay que entender que éstas no son
para desarrollar la biotecnologia
en Chile. Yo la visualizo para sen-
tar las bases y crear un ambiente
propicio, para de ahi despegar en



una linea de trabajo. No significa
combinacién de técnicas que vo-
yan a reforzar el mejoramiento
genético de especies forestales.
Aqui se debe tratar de acortar los
periodos de mejoramiento y de
seleccién. De nuevo la transgé-
nesis en especies nativas estd mas
bien dejado de lado. Se ha traba-
jado mucho en especies de interés
comercial en la parte forestal, y
queda un poco la interrogante si
eso debiera enfatizarse como una
necesidad del pafs.

Yo no quisiera terminar estas pa-
labras sin reiterar mis especiales
agradecimientos a quienes nos
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acogieron en estos dias, en la per-
sona del Director del Centro Re-
gional de Investigacién Quila-
mapu, el sefior Isaac Maldonado.
Agradecer también a los consul-
tores internacionales, por su dedi-
cacién, su profesionalismo, su in-
terés en colaborar con nosotros.
A los cientificos chilenos, a todos
los que han participado, tanto des-
de la audiencia como aquéllos que
realizaron una presentacién.

Finalmente, espero que este Pro-
grama Nacional tenga una crista-
lizacién bastante sélida, consolida-
da y con recursos.
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ANEXO 1.

LUNES 16 DE OCTUBRE

17:00-18:00

Inscripcion de los participantes

18:30-19:30
Inauguracién Conferencia de Pla-
nificacién

Discursos de Inauguracién

Sr. Isaac Maldonado I. Director Re-
gional INIA-CRI Quilamapu.

Sr. Antonio Hargreaves B. Presiden-
te Subrogante INIA.

Sr. Santiago Funes. Representante
de FAO para Chile.

Sr. Sigisfredo Scheuermann, Repre-
sentante del Ministerio de Agricul-
tura, SEREMI de Agricultura VIl Re-
gion.

PRESENTACION PROGRAMA NA-
CIONAL DE BIOTECNOLOGIA
AGROPECUARIA Y FORESTAL

09:00-09:45

Presentacién del Programa Nacio-
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PROGRAMA DE LA CONFERENCIA

nal de Biotecnologia Agropecuaria
y Forestal de Chile
Victor Villalobos (FAQO)

SESION PLENARIA I USO DE LA
BIOTECNOLOGIA EN LA PRO-
DUCCION PECUARIA

10:15-13:00
Estado de la biotecnologia pecua-
ria en Chile

José Francisco Cox (U.de Concep-
cion, Chile)

Uso de los marcadores molecu-

lares en la produccién pecuaria
Norberto Butendieck (INIA, Chile)

La biotecnologia animal: sus usos
actuales y potenciales

Eduardo Casas (U. of Wisconsin,
USA)

Discusién sobre Biotecnologia Ani-
mal

SESION PLENARIA II:EL CULTIVO
DETEJIDOS EN LA PRODUCCION
AGRICOLA

14:30-18:00
El cultivo de tejidos vegetales en la
produccién agricola



Juan Velozo (U. Catélica de Chile,
Chile)

Relacién entre la investigacién, do-
cencia y el sector privado en el drea
del cultivo de tejidos.

Ruperto Hepp (U. de Concepcidn,
Chile)

Uso actual y potencial del cultivo
de tejidos. Experiencias en el CIAT.

William Rocca (CIAT, Colombia)

Discusién sobre Cultivo de Tejidos

MIERCOLES 18 DE OCTUBRE

SESION PLENARIA IIl: USO DE LOS
MARCADORES MOLECULARES EN
LA PRODUCCION AGRICOLA Y
DIAGNOSTICO DE ENFERMEDA-
DES DE PLANTAS

09:00-13:00

Uso actual y potencial de marca-
dores moleculares en fitome-
joramiento en Chile

Patricio Hinrichsen ( INIA, Chile)

Molecular markers applications in
plant breeding in Chile

Peter Gresshoff (U. of Tennessee,
US.A)

Situacién de la biotecnologia en los
cultivos tropicales
Jacques Meunier (CIRAD, Francia)
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Uso préctico y masivo de marca-
dores moleculares en cereales.
Apuntes y perspectivas del CIMMYT
Diego Gonzdlez de Leén (CIMMYT,
México)

Situacién actual y potencial de los
marcadores moleculares en el
diagnéstico de enfermedades en
Chile

Guido Herrera (INIA, Chile)

Uso de los marcadores
moleculares en el diagnéstico
fitopatolégico.

Chuck Niblett (U. of Florida, U.S.A.)

"Fingerprinting" de plantas y hon-
gos con microsatélites
Ginter Kahl (J.W. Goethe
Universitét, Alemania)

Discusién sobre Marcadores
Moleculares

SESION PLENARIA IV: PRODUC-
CION DE PLANTAS TRANS-
GENICAS

14:30-15:00

Produccién de plantas trans-
génicas. La situacién chilena.
Loreto Holuigue (U. Catdlica de Chi-
le, Chile)

Usos potenciales de la ingenieria
genética



Gunter Kahl (JW. Goethe
Universitat, Alemania)
Discusién sobre Plantas

Transgénicas

SESION PLENARIAV : USO DE
LA BIOTECNOLOGIA EN LA PRO-
DUCCION SILVICOLA

08:30-11:00

Uso de la biotecnologia en la pro-
duccién silvicola

Roberto Ipinza (U. Austral de Chile,
Chile)

Mejoramiento de plantaciones de
eucaliptos con biotecnologia

Luis San Martin (Forestal y Agrico-
la Montedguila S.A., Chile)

Aprovechamiento de los residuos
de la industria forestal

Guillermo Schaffeld (U. del Bio-Bio,
Chile)

La diversidad genética y su rela-
cién con la biotecnologia de plan-
tas y especies forestales

Victor Villalobos (FAQ, Italia)

SESION  PLENARIA VI :
APECTOS ECONOMICOS, POLI-
TICOS Y ETICOS DE LA
BIOTECNOLOGIA

11:00-13:30
Legislacién y normativa nacional
que regula la liberacién de mate-

rial tfransgénico en la agricultura
Carmen Cabrera (SAG, Chile)

Discusion sobre Diagnéstico de En-
fermedades

CONCLUSIONES Y RECOMEN-
DACIONES

VIERNES 20 DE OCTUBRE
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