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A nivel mundial existe una mayor
demanda en la produccion de ali-
mentos como resultado de una cre-
ciente poblacion y cambios cli-
maticos que exacerban las necesi-
dades alimentarias. Por estas razo-
nes son necesarios grandes avan-
ces para suplir estas necesidades;
algunos de estos avances pueden
derivarse de tecnologias que invo-
lucren organismos modificados
genéticamente (OMG) (NAS, 2000).
El uso de plantas MG ofrece poten-
ciales beneficios para el mejora-
miento de caracteristicas agroné-

micas, la calidad de los alimentos y
por ende, la nutricion y salud huma-
na. La tecnologia de cultivos MG ha
sido usada para producir variedades
de plantas con resistencia a plagas
y enfermedades, reduccion en la
maduracion de frutas y vegetales,
tolerancia a estrés abittico, incre-
mento de niveles nutricionales de
los alimentos, produccion de vacu-
nas y compuestos farmacéuticos.

La agricultura moderna ha permiti-
do aumentar dramaticamente la pro-
duccion de cultivos tradicionales,
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pero también ha introducido el uso
a gran escala de pesticidas y fertili-
zantes que son costosos y que pue-
den afectar la salud humana y el
ecosistema. La principal tendencia
actual a nivel agropecuario es a en-
contrar tecnologias que permitan
aumentar la produccion mundial de
alimentos, sin deteriorar el medio-
ambiente (6). Una forma de lograr
esto y que ha sido utilizada con éxi-
to durante muchos afos es el lla-
mado mejoramiento con técnicas
convencionales el cual involucra la
seleccion de ciertas plantas que
expresan las caracteristicas desea-
das. Los mejoradores utilizan la re-
produccion asexual y sexual y ofras
técnicas (rescate de embriones,
mutagénesis quimica o por irradia-
cion) para el desarrollo de nuevas
variedades de plantas. Por otra par-
te, el mejoramiento no convencio-
nal se refiere generalmente al de-
sarrollo de plantas modificadas
genéticamente (MG) mediante la
insercion de un determinado mate-
rial usando la tecnologia de ADN
recombinante. Especificamente, se
realiza la introduccion de un sélo
gen y la modificacion de una carac-
teristica particular. Esta tecnologia
permite el desarrollo de nuevas va-
riedades de plantas en un menor
tiempo al de la forma convencional,
y también permite la introduccion de
material genético de otras especies,
familias o incluso reinos, que no es
posible mediante el mejoramiento
convencional (2).

Aun cuando la tecnologia de MG no
esta disponible para gran variedad
de cultivos, comercialmente se pro-

ducen plantas MG que confieren
resistencia al ataque de insectos y
tolerancia a herbicidas especificos
(4). En el aio 2003 el area global
de cultivos transgénicos fue de 67.7
millones de hectareas, siendo la
soya transgénica la que lidera el
area global con 41.4 millones de
hectareas, le siguen en orden de
importancia los cultivos de maiz,
canola y algodon. Los paises con
mayor area en la siembra de culti-
vos transgénicos son Estados Uni-
dos, Argentina, Canada, Brasil, Chi-
na y Sudafrica (5). En Colombia se
expandio el area de algodén
transgénico a 5000 hectareas (para
el Valle, Huila y Tolima) y se esta
gestionando la aprobacion para el
cultivo de maiz transgénico con re-
sistencia ainsectos. Ademas, entre
los cultivos transgénicos de impor-
tancia para la alimentacion que se
estan probando en el campo en
Colombia, estan el arroz, la cafia y
layuca. Los dos primeros con genes
de resistencia a virus y el Gltimo, con
un gen de resistencia a insectos (7,
3%

Los programas de investigacion
nacional para el mejoramiento
genético de plantas son prioritarios
y s6lo instancias nacionales pueden
direccionar el desarrollo y uso de
plantas MG. La Corporacién para
Investigaciones Biologicas —CIB-
ha venido trabajando en este cam-
po para el desarrollo de plantas GM
de papa con posible resistencia a
la polilla guatemalteca (Tecia sola-
nivora) y de platano y banano con
posible resistencia a la sigatoka
negra (Mycosphaerella fijiensis),



como una herramienta usada para
el control de esta plaga y enferme-
dad.

Una de las principales plagas a ni-
vel mundial, que afecta la papa en
el campo y el almacenamiento es la
polilla guatemalteca Tecia sola-
nivora (Povolny). Dentro de las al-
ternativas de control se encuentra
el uso de proteinas de Bacillus thu-
ringiensis (Bt) con actividad toxica
para insectos lepidopteros. Como
base fundamental para el desarro-
llo de este proyecto la CIB habia
desarrollado para variedades de
papa colombiana, mediante Agro-
bacterium, los sistemas de regene-
racion y de transformacion genética.
De igual forma mediante un acuer-
do de transferencia de materiales
con la Universidad de Ottawa se
obtuvieron los genes cry1Ab y
cry1Ac de Bt, modificados para la
expresion en plantas. Todos estos
elementos dieron base para el de-
sarrollo de este proyecto que busca
obtener lineas de papa colombiana
transformadas con genes Bt para un
posible control de la polilla guate-
malteca T. solanivora.

Las construcciones que contenian
los genes cry fueron recibidas en
vectores que no son utiles para la
transformacion de plantas; por lo
tanto, fue necesario desarrollar una
primera etapa de construccion de
vectores apropiados para la trans-
formacién de plantas mediante
Agrobacterium como los vectores
pCAMBIA. Usando técnicas basi-
cas de biologia molecular para la
clonacion de fragmentos en Es-

cherichia coli se desarrollaron seis
construcciones que contenian los
genes cry1Ab y cry1Ac en los
vectores pPCAMBIA 1302 y 1305.1,
bajo la expresion de los promotores
del gen de la ubiquitina y del virus
del mosaico del coliflor (CaMV35S).
Adicionalmente a las seis construc-
ciones realizadas, se recibi¢ el
vector pRD400 el cual contenia el
gen cry1Ac bajo la expresion del
promotor doble CaMV35S y del
activador traduccional AMV. Todas
las construcciones tienen la secuen-
cia terminadora de la nopalina
sintasa. Después de la clonacion de
las construcciones en E. coli, éstas
fueron transferidas a la cepa de
Agrobacterium LBA 4404. Se esco-
gieron las cepas de Agrobacterium
28 que contenia el vector pPCAMBIA
1305.1 Ubi-cry1Ac-noster y la cepa
Agrobacterium 40 con el vector
pRD400 CaMV35S-2X-AMV-cry1Ac
-noster para la transformacion de
hojas de papa.

Se transformaron hojas de papa
Solanum tuberosum L. subs.
andigena de las variedades Diacol
Capiro, Parda Pastusa, ICA-puracé
e ICA-Pandeazucar. Los porcenta-
jes de regeneracion fueron simila-
res a los obtenidos por Trujillo y co-
laboradores (DC 28% y PP 34%) y
adicionalmente se comprobo la ca-
pacidad de transformar las varieda-
des de papa Puracé y Pandeazucar,
usando la misma metodologia. El
numero de explantes regenerados
y el nimero de lineas estables en
el medio de seleccion difieren con-
siderablemente de acuerdo con el
antibiotico de seleccion y la varie-
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dad empleada. Se observ6 una re-
duccion entre el 60 y el 80% de las
lineas estables cuando se utilizo el
antibiotico higromicina B como
agente de seleccion. En contraste,
cuando se utilizo kanamicina las li-
neas estables se redujeron entre 24
y 45%.

Laintegracion del gen en el genoma
de la planta se confirmé mediante
la amplificacion por PCR de un frag-
mento del gen cry1Ac usando ADN
total como blanco. El 100% de las
lineas mantenidas en el medio con
higromicina B amplificaron el frag-
mento, mientras que sélo el 88.6%
de las lineas mantenidas en el me-
dio con kanamicina fueron positivas
para el PCR. Usando como sonda
el fragmento del gen cry1Ac se ve-
rificd mediante southern blot la es-
pecificidad de la banda amplificada
por PCR. Las plantas no transforma-
das no amplificaron el fragmento de
PCR, ni mostraron sefial positiva en
la hibridizacion.

La expresion de la proteina Cry1Ac
se demostro usando las técnicas de
RT-PCR y DAS-ELISA. Se eviden-
cio la amplificacion de un fragmen-
to de 800 pares de bases por RT-
PCR, correspondiente solamente a
la presencia del transcrito del gen
cry en dos de las lineas transforma-

das. Utilizando la prueba DAS-
ELISA se logré comprobar la expre-
sion del gen cry1Ac usando los pro-
motores CamV35S-2X y ubiquitina
en 44 de las lineas evaluadas. Se
destaca la expresion del gen cry1Ac
en papa usando el promotor de la
ubiquitina del maiz, promotor usa-
do principalmente para la transfor-
macion de especies monocotile-
doneas. Se detectaron diferentes
niveles de expresion de la proteina
Cry1Ac y se tienen 10 lineas que
expresan los mayores niveles (3
DC, 3PPy 4 Paz).

Aunque se ha demostrado la expre-
sion de la proteina Cry1Ac en las
hojas de papa, las pruebas finales
que determinaran el posible uso de
plantas transgénicas de papa para
el manejo integrado de las polillas
de la papa, seran la evaluacion de
la expresion de la proteina en el tu-
bérculo y los bioensayos con tubér-
culos transgenicos. Este estudio
abre expectativas en la busqueda
de nuevas estrategias de control
para la polilla de la papa con el uso
de variedades resistentes median-
te la transformacion genética con
genes Bt. Adicionalmente se conso-
lida como uno de los trabajos pio-
neros en Colombia para el mejora-
miento no convencional de especies
agricolas.
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