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RESUM

L'obtencici d'aliments millors i les practiques agricoles menys agressives per a ]'ambient s'estan
heneficiant de la contluencia dell metodes de millora tradicionals i les noves biotecnologies agricoles. En
aquest article es revisen els diferents aspectes d'allo que s'ha anomenat ela segona revolucio verda». Es
discuteix l'impacte del cultiu de teixits i de les tecniques de transferencia de gens en el disseny de noves
planter, i tambe ]a naturalesa dels gens que actualment s'estan introduint. Es dedica una atencio especial al
desenvolupament de plantes a) resistents a pestes, h) resistents a herbicides i c) amb millors caracteristiques
com a productores d'aliments.
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SUMMARY

Agricultural biotechnology is emerging, together with conventional plant breeding, as to play an important
role in the development of better foods and ecologically safer agricultural practices. In this paper we review
different aspects of what has been sometimes called <<second green revolution>>. The impact of tissue culture
and gene transfer techniques in the engineering of new plants and the nature of the genes that are currently
being introduced into plants is presented. Especial attention has been given to the development of plants a)
resistant against pests, b) resistant to herbicides, c) disease resistant, and d) with better characteristics for food
processing.
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Durant milers d'anys ]'home ha estat

practicant la millora de plantes quan seleccionava

individusque, obe donaven una majorproduccio

o un millor labor, o be resultaven mes atractius.

L'agricultura actual, sofisticada i d'alta pro-

duccio, es fonamenta en aquelles primeres

varietats escollides primitivament per ]'home i

que han estat mes tard millorades pels

seleccionadors genetics.

Fonamentalment son dues les raons que han

fet possible que aquell primer proces empiric de

seleccio siga cada vegada mes racional: la

utilitzaci6 de les tecniques de cultiu de teixits i

la possibilitat d'introduir gens concrets de plan-

tes o d'altres organismes. Cal, no obstant aixo,

un coneixement mes profund de la bioquimica i

la fisiologia de les plantes per tal de fer encara

ines predible el proces de seleccio dell gens que

s'han d'introduir i el possible resultat final.

Si be el terme biotecnologia ha esdevingut

familiar durant els darrers quinze anys, la

biotecnologia de plantes to una Ilarga i excitant

historia. El concepte actual de biotecnologia de

plantes es relaciona amb I'aplicaci6 conjunta de

tecniques ja existents de cultius de cel•lules,

teixits i organs, de les eines propies de la biologia

molecular i de 1'enginyeria genetica, de la millora

de les plantes i de la productivitat vegetal.

Tecniques de cultiu de teixits

El 1860 els estudis en nutricio vegetal ja

demostraren que Ies plantes podien creixer

perfectament en dissolutions de sals minerals.

Es mostrava aixi el cami per als cultius

hidroponics i per a experiments posteriors, en

els quals parts concretes de la planta, com ara els

extrems de les arrels, poden ser cultivate

independentment de la recta de l'individu.

Una de les tecniques mes utils i de mes

amplia difusio ha estat el cultiu de meristemes:

un procediment pet qual ]'apex d'un brot de la

planta s'escindeix i creix in vitro en un medi

nutritiu per produir una planta completa. Quan

s'hi afegeixen quantitats tra4a de determinades

hormones vegetals, es poden obtenir multiples

brots. Cadascun d'aquests brots es capa4 de

creixer fins a convertir-se en una planta comple-

ta, o rnericlon, i aixi esdeve possible, en un sol

any, augmentar el nombre de plantes identiques

des d'una fins a un milio. Modificacions

d'aquesta tecnica han estat ampliament

utilitzades, ja que permeten obtenir organismes

lliures de virus.

Els experiments amb trossos d'arrel o tija

escindits de la planta portaren at descobriment

que els teixits de practicament qualsevol part de

la planta poden produir, quan es cultiven en un

medi escaient, tin teixit desorganitzat (cal•lus)

que pot ser molt util en posteriors manipulations.

En aquest teixit desorganitzat de rapid

creixement, es produeixen mutations (variations

somaclonals) i, simplement variant la concen-

traci6 relativa d'algunes hormones, es possible

obtenir novament brots i, d'aqui, plantes fertils.

Alguns genotipus interessants han estat se-

leccionats seguint aquests procediments.

El control hormonal de l'expressio morfo-

genetica dels teixits vegetals en cultiu,

primerament demostrada en 1957, es va veure

que depenia de la relacio de dos tipus de

substancies reguladores del creixement vegetal.

Ws concretament, de la relacio entre auxines i

citoquinines. Si cl nivell de citoquinines

s'augmenta per sobre d'un cert punt es formen

brots. Si es baixa, es dispara la formaci6 d' arrels.

Es mes, I'enorme flexibilitat de la cel•lula vege-

tal es posy de manifest quan cel•lules individuals

(protoplasts), obtingudes dels teixits de la planta

eliminant enzimaticament la parct que les envolta,

poden, en poques setmanes, formar agregats dels

quals es possible obtenir novament plantes

completes en medis relativament simples.

Tot aquest conjunt de tecniques permet

obtenir nous genotipus (p. e., per variacio

somaclonal s'han obtingut noves varietats co-

mercials de creilla), produir plantes Mures dc

virus (cultiu de meristemes) i explotar el poten-
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vial genetic dell vegetals. I han resultat
necessaries per a dur a tenne la transformaciu
genetica de planter, es a dir, la incorporaciu de
material genetic procedent d'altres organismes.

Transformacio genetica

Els milloristes «classics» tracten d'importar
a una especie cultivada, mitjan4ant encreuaments
i mcs encreuaments, frets d'interes agronomic
yuc sun presents en altres plantes. Aquesta

es troba limitada perque: 1) cols es
possible fer encreuaments entre especies molt
relacionades ( sexualment compatibles), i 2) es

barregen genomes complets; es a dir, no cols
s'incorpora el tret desitjable, sinu molts d'altres
que segurament no interessen. Per tat coca, s'ha
de «depurar» el resultat de l'encreuament per
retrocreuament amb I'especie que es vol recupe-
rar. Aixo pot significar un treball d'entre deu i
vint anys. Aquests inconvenients poden salvar-
se mitjan^ant la utilitzacio de tecniques
d'enginyeria genetica.

Laprimeraplantatransgenicavaserproduida

fa aproximadament deu anys.

Avui prop de cinquanta especies de plantes
cultivades poden set manipulades geneticament.
Aquesta Vista (vegeu la taula i) inclou la major
part de les dicotiledonies cultivades i un Hombre
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cada vegada mes gran de monocotiledonies,

entre elles 1'arr6s (Orvza sativa), la dacsa (Zea

mays) i el blat (Triticum sp.). Es molt probable

que en els proxims anys totes o quasi totes les

especies d'interes agronomic siguin suscepti-

hles de transformaci6 genetica.

En el cas de les dicotiledonies, el procediment

d'elecci6 es la transformaci6 mitjancant

Agrobacteriian. El que s'ha aprofitat en la

transformaci6 per Agrobacteriurn ha estat la seua

capacitat <<natural>> dc transferir un tros de DNA

(T-DNA) des d'un plasmidi del bacteri fins al

cromosoma vegetal. Els biolegs moleculars han

definit quins son els requeriments necessaris i

suficients del genoma del bacteri que fan possible

la transformaci6. Aixi es va saber que perque es

doni la transferencia genetica fa falta un nombre

de gens (vir) presents als plasmidis (Ti) d'aquests

bacteris, i tambe alguns gens presents al

cromosoma (Cln'). Ara be, els requeriments del

tros de DNA que s' ha de transferir semblen estar

limitats ales segiiencies de vint-i-quatre parelles

de bases, repetides i particulars que tlanquegen

el T-DNA (extrems), possiblement essencials

pera la transferencia. Fonamentant-se en aquests

estudis es com s'han dissenyat els « vectors>> de

transformaci6 de plantes. En un d'aquests tipus,

el gen d'interes s'introdueix, mitjancant les

tecniques de biologia molecular, entre dues

segiiencies dels extrems en un plasmidi artificial

i s'hi introdueix en una rata d'Agrohacterium que

porta un plasmidi Ti amb la regi6 Or intacta. pet-6

en el qual falta la regi6 T. D'aquesta manera, el

gen d'interes contingut entre els extrerns del

plasmidi modificat sera el que es transferira it lit

planta.

Coin que la transferencia genica to lloc cols

en algunes cel•lules, cal fer-ne una selecci6. Es

per aixo que s'incorporen uns marcadors de

selecci6 (vegeu lit taula u) que faciliten I'enri-

quiment en cel•lules que han incorporat es-

tablement el gen d' interes. Tradicionalment s'han

utilitzat gens de resistencia a antibiotics o it

herbicides. Addicionalment s'han utilitzat

marcadors de seguiment (pens que codifiquen

per aenzims)quepermeten identificarels teixits

transformats mitjan4ant una senzilla analisi

enzimatica (vegeu la taula u). El proces d' infecci6

i selecci6 generalment es fa en explantats

(trossos) de plantes, i el proces de regeneraci6 de

I'organismecompleten presenciade ('antibiotic

escaient es fa utilitzant les tecniques de cultiu de

teixits establerts per it I'especie en giiesti6. En

un periode de temps de pocs mesos es possible

tenir les plantes transgeniques que eventualment

donaran Ilavor i en que es comprovara que el gen

TAULA II

Marcadors selectius i de seguiment mes utilitzats (nptu neomicina fosfotransferasa; dhfr,
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es transmes establement a la descendencia com

caldria esperar.

Com hem dit, el metode d'eleccio, sempre

que es possible, es la transformacio mitjancant

Agrohacveriuni. Tanmateix. lcs especies com

I'arrbs, el blat i la dacsa (i les monocotiledonies

en general), majoritaries a l'agricultura mun-

dial, no son transformables per aquest metode.

Ws recentment, els metodes de transferencia

directa de DNA a protoplasts o cel•lules en

cultiu, amb la posterior seleccio i regeneracio de

plantes t ansformades fertils han comencat a
donar fruits. En especial, I'exit s'esta estenent

rapidissirnarnent amb la introduccio de gens

mitjancant particules metal•liques accelcrades

(biolistica).

Una vegada hom disposa de les tecniques

adients per a fer plantes transgeniques es planteja

quips son els gens que volem introduir. Els

objectius mes senzills son dotar-les d'aquells

frets d'interes agronomic que depenen de

I'expressio d'un sol gen. L'onada inicial de

recerca en biotecnologia vegetal, impulsada per

les industries agroquimiques i de llavors, ha

estat concentrada en «trets agronomics» de

rellevancia directa per a aquestes empreses: 1) resis-

tencia a insectes (fonamentalment a la toxina

Bt); 2) control de les males herbes (introduint

gens de resistencia a herbicides en els cultius);

3) resistencia a malalties (sobretot virus, per be

que fongs i hacteris tambe reben mes atencio

recentment), i 4) processarnent d'aliments. I en

una segona onada tenim la resistencia a I'estres

(hidric, sali, termic, etc.) i la produccio de

substancies d'interes farmacologic.

Resistencia als insectes

No es cap secret que un dels factors que ha
contribuit a ('exit de la agricultura moderna ha
estat la utilitzacio d'un amplia varietat d'insec-
ticides per tal de controlar el dany produit pels
insectes. La biotecnologia de plantes apunta cap
a unes novel estrategies per al control dels
insectes. En un cas s'ha introduYt en plantes

transgeniques un gen del bacteri Bacillus

thuringiensis que codifica una proteina toxica,

anomenada toxina Bt. Aquesta toxina ha estat

utilitzada durant desenes d'anys als Estats Units

d'America, per be que fins ara s'aplicava per

fumigacio sobre les plantes. Es un toxic molt

especific per a lepidopters, dipters i coleopters,

ja que sols sota les condicions particulars dels

estomacs d'aquests insectes es processada i

inhibeix especificament Ilurs bombes ioniques.

S'ha demostrat al laboratori, i tambe en

experiments de camp, que les plantes trans-

geniques portadores del gen per a la toxina Bt

son resistents at dany que altrament provoquen

les larves. Una altra aproximacio ha estat aprofitar

els efectes toxics dels inhibidors de proteases

sobre el proces digestiu dels insectes. Els

inhibidors de proteases es troben presents en

moltes llavors i se suposa que tenen un paper de

proteccio enfront de I'atac per distints de-

voradors. Les plantes transgeniques que

expressen en les seues fuller un inhibidor de

proteases de distints origens (una proteina d'uns

vuitanta aminoacids) manifesten resistencia als

diferents insectes que causen danys importants,

com son ara Heliothis virescens i altres erugues.

S'han aconseguit aixi plantes transgeniques de

tabac (Nicotiana tahacum), tomata (L_ycopersi-

con esculentum). coto (Go.rsypiurn sp.) i dacsa

que han passat ja el proces de laboratori i estan

ara essent experimentades al camp.

Les plantes tenen molts composts, productes

del metabolisme secundari, que tenen una clara
activitat enfront de distintes pestes. Cal esperar
que en un termini de temps no gaire llarg, tan bon
punt se sapiga mes de la biosintesi d'aquests
productes, hom pods incorporar aquells passos
enzimatics que permetin, a plantes que no els

tenen d'una manera natural, sintetitzar aquells
productes a partir de productes endogens.

Control de les males herbes:
resistencia a herbicides

Un bon herbicida ha d'eliminar la mala herba
i deixar completament intacte el cultiu que hi ha
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al costat. Ates que moltes vegades es tracta

d'especies molt relacionades, el proces

d'obtenci6 d' un herbicida suficientment selectiu

es extremament dificil i costos.

La biotecnologia de plantes permet utilitzar

una aproximacio complementaria. Es tracta

d'obtenir plantes transgeniques que siguin

resistents a ('herbicida. Els Bens de resistencia

poden provenir d'una altra planta que mostre

una resistencia natural o be (mes frequentment)

d'un microorganisme que ha estat seleccionat

per aixo. La importancia addicional d'aquesta

aproximacio es que disminueix les restriccions

que ('herbicida hagi d'esser especific per a les

males herbes i, per tant, es pot polar mes emfasi

en els aspectes ambientals i sanitaris. S'han

desenvolupat distints tipus de resistencia. En

alguns casos la resistencia es deu it una mutacio

en la proteina amb la qual interaccionava

1' herbicida, o be a un augment en lit concentracio

d'aquella, de manera que es fa necessaria una

major quantitat de 1'herbicida per a ser-li nociu.

En altres casos la resistencia es deu a 1'existencia

d'un enzim que catalitza la inactivacio de

1'herbicida per conjugacio a una altra molecula

o que el converteix en una substancia metabo-

litzable per la planta.

Aixi s'han obtingut linies mutants selec-

cionant en cultiu de teixits la resistencia a

('herbicida glifosat. Una de les times selec-

cionades va resultar que tenia mes copies del

normal del gen que codifica per a I'EPSP sintasa,

1'enzim de la ruta d' aminoacids aromatics que es

especificament inhibit pel glifosat i es la rao del

seu efecte herbicida. Alternativament, i per

tecniques d'enginyeria genetica, s'ha introduit

en plantes transgeniques el gen que codifica per

it I'EPSP sintasa rota el control de sequencies

reguladores que fan que el gen s'expresse

fortament en tots els teixits. Aquestes plantes

mostren tambe resistencia enfront del glifosat.

S'han emprat estrategies semblants per tal

d'obtenir plantes de canola (Cinnamomum ze-

vlandicuni) i de soja (Glvcine max) tolerants a

I'herhicida Roundup (inhibidor de I'EPSP

sintasa). Tambe introduint gens mutants

d'acetolactat sintasa (ALS), la diana dels

herbicides basats en sulfonilurea (corn el Glean,

etc.), s'han obtingut coto i canola resistents a

aquests herbicides. L'estrategia alternativa

d'inactivacio de ('herbicida per modificacio

covalent (p. e., acetilacio o nih-ilacio) ha estat

emprada en canola, soja, coto i dacsa. incorporant

els Bens bacterians especifics sota el control de

regions reguladores de gens de plantes.

Resistencia a les malalties

El principal progres en aquest aspecte ha

estat, sobretot, en la resistencia als virus. Una de

les aproximacions ha estat obtenir plantes

transgeniques que expressen la proteina de la

coberta del virus. Aixo confereix resistencia

enfront de la posterior inoculacio del virus. S'ha

aplicat it un ventall de cultius: tomata. alfals

(Medicago satil'a), tabac, creilla, meld i arrOs. i

amb distints virus: del mosaic de 1'alfals, del

mosaic del cogombre (Cucumis satires), X i Y

de la creilla (Solanum tuberosum), de I'enrot-

llament de la fulla de la creilla, etc. Se suposa

que el mecanisme d'actuacio deu esser que les

capsides preformades segresten les particules

infectives de RNA, i impedeixen aixi la infecci6.

Altres aproximacions impliquen 1' us de tecniques

de RNA antisentit en que s'introducix el cDNA

que codifica la proteina de la coberta en orientacio

inversa, de manera que la planta transgenica

sintetitza una molecula de RNA complementaria

at missatger de la proteina de lit coberta. Se

suposa que quart I'RNA (+) del virus entra en la

planta es bloquejat per ('RNA antisentit. Aixi

s'han aconseguit tambeefectes sobrc Ics malalties

virals, si be no son tan bons com els assolits anib

la sobreexpressi6 de la proteina de coberta.

Estan essent introdutts mecanismes de

proteccio enfront d'altres patogens distints dels

virus. Aixi, s'han obtingut plantes de tabac

resistents a Psendornonas.v_vringae introduint un

gen procedcnt de microorganismes que des-

toxifica la toxina produida pel patogen. En tin
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altre exemple. la simptomatologia que produeix
el IongAile rnaria ion gipes en el tabac disniinueix
en severitat si les plantes tenon un gen del bacteri
Serratia marcescens que codifica una quitinasa

(enzim que degrada la quitina de la paret del
Fong).

Obtencio d'aliments amb millors

caracteristiqties comercials i nutricionals

Si he una aplicacio racional de la biotec-
nologia agricola per tal d'obtenir productes amb

mi llor sabor, durahi litat, etc., passa per un millor

coneixement dels processor fisiologics i
hioquimics implicats, s'estan comencant a
obtenir els primers resultats que indiquen que

aquest sera un camp molt ric d'aplicacions. El
cas rues desenvolupat to relacio amb la maduracio
i post-recol•leccio de Ia tomata . Se sap des de fa
bbstant temps que en el proces de maduracio de
la tomata tz un paper molt important el regulador
del creixement vegetal etile. Tambe es coneix
molt he quina es la ruta biosintetica per a aquest
regulador. Aquesta sembla estar regulada
fonamentalment pets nivells del precursor ACC
(acid aminopropacarboxilic) a traves del 'enzim
ACC sintasa. L'ACC es convertit en etile
mitjancant l'activitat EFE (enzim formador
d'etilc). Distints grups han aconseguitbtoquejar
la sintesi de 1'enzim ACC sintasa per tecniques
d'enginyeria genetica. Per aixo, la sequencia
codificant de I'ACC sintasa s'ha introduft a
I'inreves en plantes de tomatera sota promotors
forts. Aquestes plantes sintetitzen uns nivells
alts d'un RNA que es comptementari al del
missatger de l'ACC sintasa. D'aquesta manera,
I'mRNA de ('ACC sintasa no es traduft aproteina
i les tomates no sofreixen (' augment climateric
en la sintesi d'etile que normalment inicia la
maduracio. Aquestes tomates tenen una major
duracio i no pateixen dany quan son transportades
als Iloes de destinacio. Per la resta de les
caracteristiques, son perfectament normats, es a

dir, maduren i assoleixen les caracteristiques

organoleptiques tipiques una vegada son
tractades exogenament amb etile. Una apro-

ximacio semblant s'ha fet amb plantes

transgeniques modificant l'enzim EFE.

Hi ha moltes altres aplicacions que estan
essent desenvolupades: millorar el contingut en

determinats aminoacids de les proteines de re-

serva dels cereals, variar el percentatge

d'insaturacio dels olis d'origen vegetal, canviar

els nivells i tipus de mido, etc. Cal esperar que en

els propers mesos puguem disposar de plantes

modificades geneticament peraalguns d'aquests

caracters. Hem de dir, no obstant aixo, que

1' aplicacio delestecniquesd'enginyeriagenetica

a la millora agrfcola no son la <<panacea>>, i que

les tecniques d'encreuaments i d'altres de la

genetica classica son inevitables, especialment

quan la major part dels trets desitjables, dell

quals normalment es desconeixen els fonaments

fisiologics i bioquimics, depenen d'un seguit de
gens interrelacionats. En aquest darrer cas, les

tecniques de biologic molecular, corn els RFLP

(polimorfisme dels fragments de restriccio),

comencen a esser una eina valuosa per al

seleccionador genetic en les practiques de

millora.
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