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El desarrollo y aplicación de biotecnolo- 
glas a rnacrofitos marinos de intercs indus- 
trial pucdc ser una de las herramientas de 
trabajo más eficaces para solventar los pro- 
blemas básicos que restringen la etpansión 
de la mariculturavegetal como actividad in- 
dustrial en Occidente. Antes de analizar el 
estada actual y potencialidad de la aplica- 
cián d e  biotccnologías a macrofitos marinos 
vamos a cicponer brevemente la problemiti- 
ca de los sistemas de producción de biomasa 
macroalgal que, como veremos, estará cen- 
trada e n  la selecci6n de clones dc alta pro- 
ducción. Una vez establecida la necesidad 
de seleccionar dones de alto rendimiento 
pasaremos a analizar brevemente los meto- 
dos convcncionales de mejora genEtica apli- 
cados a macrofitos, analizando los resulta- 
dos y los problemas que plantean, para fi- 
nalmente desarrollar el estado actual de la 
aplicacidn de procesos d e  biotecnolog~a ve- 
getal a la sclecci6n y propagación de rnacro- 
fitos marinos. , 
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biomasa al&, que por orden de apaticibn y 
de importancia son: 

1- Eiplotacibn de poblaciones natu- 
rales. 

11- Cultivo cn granjas marinas (siste- 
mas outdoor). 

111- Cultivo en tierra (sistemas indoor- 
tanques, canales fotobioreactores, 
etc.). 

1.- La exphtación de poblwiones na- 
8urale~ es una dc las industrias más antiguas 
de la humanidad y sigue constituyendo la 
fucnte más irnpottantc dc obtención de 
biomasa en drminos globales. La ventaja de 
la rccolcccidn es la nula inversión en el siste- 
ma productor, aunque actualmente eiisten 
sofiticados sistemas de recolccci6n, como 
los batcos-segadoras utilizados cn California 
para cosechar Ma~mcysClr y Luminank Pero 
frente a esta ventaja disten numerosos in- 
convcnientcs que poddamos resumir en una 
absoluta falta de control, tanto de la calidad 
(no se puede garantizar la monoespecifici- 
dad dc la biornasa ni su contenido cn com- 
puestos orgdnicas dc intcris) como de la 
cantidad, ya que el número de poblaciones 
naturales explotables cs muy limitado, es- 
tán somcridas a va&&xicj í a c i o n d a  y S! 

ataque por ficófagos, y en general se cn- 
cuentran sobrec%plotadas. 

n - Vista la insuficiencia e ineGcacia 
de la eiplotación de poblaciones naturales, 



y debido al gran aumento de la demanda de 
productos extraídos de macroalgas, se cm- 
pezaron a desarrollar en Oriente granjh 
d n a r  basadas en las experiencias del cul- 
tivo de Porphyra de los japonesa. Estos sis- 
temas de cultivo se fundamentan en el an- 
claje de las algas a un sistema de redes que, 
bien de forma suspendida o flotante, se cul- 
tivan en zona costeras. La metodología de 
este tipo de cultivo la podemos clasificar en 
dos tipos: 
- cultivos de propagación vegetativa y 
- cultivos de propagación suhial 

Los cultivos de propagación vegetativa 
consisten en la fijación a las redes oceánicas 
de fragmentos de talo. Esta metodología es- 
tá obviamente restringida a especies con un 
alto potencial regenerativo. 

Los cultivos de propagación sexual pre- 
sentan la desventaja de que requieren cl 
cultivo de las dos fases del ciclo biológico. 
La pfimera sc realiza en tierra y consiste en 
la manipulacidn muy precisa de temperatu- 
ra e intensidad lumínica de los tanques de 
cultivo donde se induce la fijaci6n dc las es- 
poras a las redes. Una vez obtenida la emi- 
sián, fijación y germinación de las esporas, 
se trasladan las redes al mar. Por tanto, para 
este tipo de especics la propagaci6n es un 
factor que cncarcce considerablemente su 
cultivo. 

La ventaja del cultivo en granjas marinas 
es que permite un mayor control de la bio- 
masa en un doble aspecto: garantiza la mo- 
noespecificidad de la biomasa y da una cicr- 
ta garantla de suministro continuado. Los 
inconvenientes son bhicamente tres: 
- k jmcel>tMidai cic estos sistemas 

de cultivo monespccífico y de alta es. 
tabulacibn a las infecciones y conta- 
minaciones por ficófagos y patóge- 
nos, problemas que han generado la 
pérdida de cosechas enteras. 

- La baja productividad de estos siste- 
mas, puesto que no se pueden abo- 
nar. 

- elevado coste de la mano de obra 
que requieren esros sistemas. Datos 
económicos referidos a una granja 
marina en Taiwan estimaban el coste 
de la mano d e  obra en más de un 
60% de los gastos totales. La aplica- 
ción de estos sistemas es pucs impen- 
sable en una economía occidental, 

111.- La aproximación al cultivo de ma- 
&fitos en Occidente, fundarnentalmcntc 
para la producción de ficocoloides de alta 
calidad, se ha realizado sobre sirtemas de 

indoor. Estos sistemas de cultivo de 
alta sofisticación -tanques, canales y foto- 
bioreactores -permiten un control total de 
la especie, nutrición, producción cuan- 
tilcualitativa de ficocoloides, parasitismo, 
ctc., pero a costa de una elevada inversión 
de energía y capital que hace impensable cl 
cultivo de especies de reproducción sexual, 
ya que el cultivo de todas las fases del ciclo 
biológico requerida una inversión que dis- 
p a r d a  los costes de producción. 

La resolución de lo que podrlarnos con- 
siderar como factores tecnológicos dcl culri- 
vo (dicfio del sktcma, tipo y forma d e  ferti- 
lización, procesos de extracción de mayor 
eficacia, etc,) no ha permitido, en general, 
obtener cosechas suficientes como para rcn- 
tabilizar a nivel comercial estos sistemas de 
cultivo. 

El factor limitantc en la producción de 
algas marinas no cs tecnológico; es pura- 
mente biológico y radica en la selección de 
clones dc alta produccibn, cn la domestica- 
ción de las especies. Lo que ha quedado cla- 
ro tras cerca de dos décadas dc estudio de 
sistemas ~per imentaks  de cultivo es que, 
haciendo una compzración con la agriculni- 
ra terrcstrc, por muchos ttaccorcs, abonos, 
pesticidas e invcrnadetos que se apliquen a 
un sistema de cultivo, si lo que se está, culti- 
vando es trigo salvaje.. . no hay pan.  

La principal limitación de la expansión 
dt la maricultura vegetal es la mejora gen&- 
uca. 

Una Vez establecido que el objetivo cc la 
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mejora genftica, 13 siguiente pregunta quc 
se plantea es C6mo abordar un programa de 
selección y, cn scgundo lugar, Qué caracte- 
rísticas intcrcsan, o mejor dicho, qué carac- 
terIsticas son susceptibles de mejora. Como 
veremos, la metodología que se emplee en 
el proceso selectivo va a condicionar las ca- 
ractcrtsticas que se pueden seIeccionar. 

En principio , y como declaración de 
ideales, las catacter'iiticas prioritarias a selec- 
cionar son: 

- Variedades de alto crecimiento. 
- De reproducción vegetadva. 
- De alto contenido cuanci/cualitativo 

del producto a extraer. 
- De alta resistencia a infecciones y es- 

tres ambicntnl, 
- Que produzcan más de un compues- 

to de alto valor aiíadido. 

Abordar un programa de seleccidn en 
mactoalgas es realmente difícil, debido a la 
complejidad del ciclo biológico de cstos or- 
ganjsmos, cn los que la alternancia de ga- 
metofico-esporofito no es m b  que una sim- 
plificación de un cielo vital, que cuanto má.s 
se cstudia más ramificaciones y complejida- 
des presenta. Otra gran dificultad de parti- 
da la constituyen las enormes lagunas en e1 
conocimiento del metabolismo y genBtica 
de cstos organismos. 

La contcstacidn al C6mo scleccionar la 
podemos clasificar en dos respuestas: por 
mktodos convencionder o por aplicación de 
pmceror de diotecnolo~ia vegetd, 

1.- Vamos a describir brevemente las 
metodologías, resultados y problemas de los 
proceros convenciona/es de mejora: 

Los trabajos pioneros en la sclcccidn de 
macrofitos fueron los iniciados a finales de 
la dícada de los 50 en el Shandong Collcgc 
of Oceanography en China, (TSENG; T.C. 
FANG) con L, japonica. Las caractetísticas 
que se prctendla seleccionar eran aicas 
tasas de crccimienco, & como tamaiio y 
grosor del fronde. h mccodología seguida 
fue la de autocruzamiento; cs decir, se sc- 

leccionaron esporofitos con las caractcrísti- 
cas antes mencionadas, se cultivaban en 
tanques individuales, se induria la emisión 
de esporas, el desarrollo y maduracidn de 
gametofitos, la producción de esporofitos, 
se seleccionaban los más adecuados y mielta 
a empezar. 

Los resultados fueton muy alentadores, 
ya que se obtuvieron no sólo variedades de 
mayor tasa de crecimiento y grosor dc fron- 
de, sino tambifn con un mayor contcnido 
en iodo, lo que permitió erradicar los pro- 
blemas de bocio endfmico en lachina con- 
tinental. 

Como, veremos a continuación, y tal co- 
mo lo han egpuesto los propios investigado- a 
res que llcvacon a cabo este programa, hay 

N 
- - 

que introducir muchas matizaciones a la cfi- O m 

cacia de la hibridación sexual por autocruza- - 
miento como sistema eficaz de mejora en - O 

m 

mauofitos. 
En primer lugar, la caracterización dc 

un fcnotipo óptimo con el que iniciar un 
programa de selección, está muy condicio- 
nada por la enorme plasticidad que prcscn- 
tan los nacrofitos. 

En scgundo lugar, el grado de hercdabi- 
lidad de las caractcrirticas dcseadas es muy 
bajo, lo cual alarga enormcmcnte los pro- 
gramas de sclecci6n y obliga a un control 
muy ajustado de las características ambien- 
tales, a fin dc poder determinar la base ge- 
nttica o epigcn&tica de los fenotipos. 

En tercer lugar, las caractefiticas dcsea- 
bles de selección (alto crecimiento, grosot, .--- riiiiali~, e::.) sor! crt*acteres cnmtitaivos: 
ligados por tanto a las normas que regulan 
su uansmisión, es decic, lentas de sumar y 
cn todo cuo con un llmire que su propia in- 
teracción dclhita. 

En cuarto lugar, no se conocen bien los 
mecanismos que inducen la csporogiFnesis Y 
sobre todo la gamctogtnesis, lo que implica 
que no se puede rcduck en cultivo el ticrn. 
po efi ;e comp!ea e! cic!o biológico. 

En quinto lugar y relacianado con e[ 
punto anterior, lanecesidad de cultivar has- 
ta su madurez ambas fases dcl cid0 p u ~ p o .  
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dei identificar los fenotipos óptimos con los 
que continusr el proceso selectivo. 

En se~to  lugar, y relacionado con la he- 
rencia cuantitativa, estl el hecho de que los 
gcnes, o mejor dicho el sistema de poligenes 
que regula las características dcseablcs por el 
hombre, no tiene por que ser dominante, 
ya que normalmente no tiene por que pre- 
sentar una vcntaja selectiva en la naturale- 
za, y obfiga realizar infinidades de cruces 
para que sc vayan sumando genes recesivos 
en homozigosis. 

Y como conciusión final y consecuencia 
de los problemas c~puestos, la larga dura- 
ción de estos programas de selccci6n, que 
en el caso dc Lo japonih duraron mSs de 30 
afios. 

Los trabajos de hibridación intcrcspccí- 
fica e intergcntrica realizados en las dos 61- 
timas decadas en Japbn (Saito, Tokida y Ya- 
bu, Migita), Canadá (Chaprnan, LGnning) 
y 8E.W. (Sabonsunga y Neushul), a pesar 
de estar más bien centrados cn dilucidar 
problemas de relaciones filogendticas, han 
permitido un cierto avance en el conoci- 
miento del potencial de la hibridación sc- 
mal  aplicado a la mejora en Larninarias. 

Estos avanccs han permitido: 
- Establecer métodos de control de la 

gametogCncsis y de la emisión de ga- 
metos. 

- Establecer técnicas para obtener cul- 
tivos de gamctofitos unisexuales. 

- Dcsarrollac sistemas dc cultivo c 
identificación dc los esporofitos h'i- 
bridos. 

Pero estos avanccs en la manipulación 
de !a h&:ida& S,-,! .,iS püijio &. 
nifitsto nuevos problemas. como: 

dos, que impide el estudio de laesta- 
bilidad de la transmisión de los feno- 
tipos variantes de interEs. 

De los trabajos de selección por hibrida- 
ción setual se eltraen dos conclusiones: la 
primera es que no se puede plantear un pro- 
grama de selecci6n a medio plazo si se rra- 
baja con especies de reproducción semal, e 
incluso plantearlo a largo plato es sume 
mente arriesgado sí prcviamcnte no sc cono- 
ce la heredabilidad de las caractef~ticas que 
se pretende seleccionar, y la segunda es que 
como finica alternativa viablc queda la se- 
lección de especies capaces de propagarse 
vcgctativamen te. a 

Esta segunda alternativa de los rnEeodos N - 

convencionales de sclecci6n tuvo un gran 
- 
m 
O 

impulso en Occidente tras las eitperiencias - 
de los sistemas de cultivo indoor, ya que en - O 

estos cultivos aparecfan espantáncamcnte m 

rnutantcs que presentaban, aparentemente, 
mayores tasas de crecimiento, un elevado 

O 

potencial de rcproducci6n vegetativa y un 
mayor contenido en ficocoloidcs. 

n 

E 
La primera refcrcncia fue la del don T.4 - 

a 

de Chondws m'rpuf obtenido en Canadl l 

por el cquipo de VAN DER MEER en 1973 n n 

y patcntado en 1978. A panir de los traba- n 

jos de la escuela canadiense no ha habido 
año en que no se publicaran nuevos mutan- 

3 
O 

tes. 
Las grandes expectativas qe despertaron 

estos clones se fueron diluyendo cuando, al 
pasar los clones a cultivo industrial, sc com. 
probb que 1s características estaban rclacio. 
nadas con las condiciones de cultivo cn lp. 
boratorio (baja densidad, pequeno tamaao 
& 1s P ! ~ ~ " ,  .iUL.&~::$ & pünz& iii&& 
ca, irradiación y temperaturas bptimaí, ctc.) 
y no  con su constitucibn gen2tica. - La gran de los hfbridos i, conclusión de todos estos trabajos cs en cultivo en que la mejora genttica continfia siendo el en condiciones protegidas en m*. cueilo de botella de la o!pans/6n de la muj. - E1 de~ubrimicnto de la gran im~or -  cultura vegetal, ya que no se dispone de una 

tan& que tiene la herencia materna metodología eficaz con que abordarla. Oua 
cn cuact~fiticas de alto uecimicnto. conelusion es que, a menos que no x ob. 

- La esterilidad de los csporofitos híbi- tenga un sistema alternativo de propag~. 
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ción, los sistemas de cultivo occidentalcs es- 
t8n restringidos a cspccics dc rcproduccidn 
vegetativa. 

2.- La alternativa a los mítodos con- 
vencionales de mejora surge de la potcncia- 
lidad de aplicar las técnim de biotecnología 
vegeta/ que se vienen aplicando a plantas 
vasculares. Estas ttcnicas permituían solvcn- 
tar tanto la selección de cloncs como su pro- 
pagad&, haciendo innecesario el cultivo de 
todas las fases del ciclo vital de la. especies 
con rcproduccián semal. 

La aplicación de los procesos de biotec- 
nologla vegetal a la mejora y propagacih 
de rnacrofitos sc puede clasificar en dos ti- 
pos: 

A,- Selección y propagación por culti- 
vo cehlar, 

B.- Sclccción por ingenieríb genética. 
A,- Las ventajas de la aplicación del 

mltivo celular a la sclccción son: 
- Permite trabajar con millones de cé- 

lulas en un espacio reducido y con un am- 
biente totalmente controlado. 
- Cada cilula se puede considerar una 

planta en potencia ya que cn teorla, y como 
sc ha demostrado en diversas especies, cada 
célula es totipotente (capaz de regenerar 
una planta completa). 
- El callo es un sistema celular gencra- 

dor de una gran cantidad de variabilidad 
ge.nÉCica y sobrc el que se puede aumentar 
la variabilidad por trararnicntos con muta- 
gcnos fisicos o qu'micos. 
- Se puedc efectuar una prcsióh sciec- 

tiva directa sobrc una pobiacidn de miiiones 
de cplantasv (células) e identificar rbpida- 
mente los fenotipos variantes. 
- Como cilula equivale a planta, la cs- 

tabilidad del fenotipo variante se puedc 
controlar por el. número de divisiones mit6- 
ticas, 

Estas ventajas del cultivo celular aplica- 
do a rnacrofitos son las mismas si se apIican 
a plantas vasculucs, pero hay dos caractcrk- 

ticas de los mauofitos que hacen que estas 
técnica tengan afin mayor potcnciaf que en 
plantas vasculares, y son las siguientes: 
- En primer lugar, la alternancia de 

generaciones que caracteriza a estos 
organismos permite trabajar indis- 
tintamente con gametofitos o espo- 
rofitos isomórficos. Esta caractefítica 
diferencial con plantas vasculares es 
muy importante, pues pcrmite csta- 
blccer el cultivo celular de la fase ha- 
ploide. Esta posibilidad es de gran 
intcres aplicada a la mejora genttica 
ya que: 

-La información codificada en alclos 
recesivos se manifestará y sc podrin 
donar llmeas con características que 
de otra forma habfia sido muy dZcil 
o imposible conseguir, y 

-permite obtener cloncs diploides en- 
teramente homozigóticos mediante 
tratarnientos suaves con colchicina a 
los cloncs haploidcs seleccionados, 

Esta posibilidad, que en plantas vascula- 
res cstk supeditada a la compleja rnanipula- 
ción de polen y anteras, constituyeuna gran 
ventaja d d  culrivo celular de macrofitos 
que, como hemos visto, constituye uno de 
los principales inconvenientes cn una apro- 
ximación convencional a la mejora. 

-La segunda ventaja específica de ma- 
crofitos rcfcrida a la sclección por cultivo cc- 
lular es su comparativamente elevada tasa 
de recombinación mitótica, lo que implica 
quc sc parte, ya dcsdc el c~plantc primario, 
con una considenble variabilidad genttica 
en las cElulas que inician el cultivo cclular. 

En resumidas cuentas, el cultivo celular 
aplicado a la mejora genérica de macrofitos 
permitiría reducir los programas de selec- 
ción de 30 afíos a unos cuantos meses, Esta 
enorme ventaja del cultivo celular presenta 
un único inconvcnientc: 

Ya hablamos mencionado al principio 
que el Cdmo seleccionar iba a condicionar el 
Que seleccionar. Hemos visto que ios pro- 
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grama de selección convencionales permi- 
dan seleccionar características morfol6gicac 
tales como grosor, tamano, etc; es decir, ras- 
gos anat6micos a nivel de planta entera. El 
cultivo celular presenta el inconveniente 
(inconvcniente muy rnatizable, corno verc- 
nos), de que únicamente se podrh  selec- 
cionar características codificadas a nivel ce- 
lular, no cara~tc~ticas a nivel de planta en. 
tcra. 

No obstante, esta salvedad est5 referida 
a ]as p:ypzza ?e scli.c&ü m j~ní;dü B- 

uicto, es decir, aplicando rjresiones selccti- 
vas dirigidas, y no implica que por la varia- 
bilidad generada en cultivo aparezcan es- 
pontáneamente mutantes, que siempre lo 
harán con una frecuencia muy superior a la 
variabilidad natutai. 

La aplicacibn del cultivo cclular a la sc- 
lecci6n y propagacidn de macrofitos rnari- 
nos fue sugerida por primera vez por un 
cientlfico californiano, el Dr. A. GIBOR, 
en una conferencia sobre maricultura vegc- 
tal en el Pacfflco cekbrada cn 1980. Su su- 
gerencia fue recibida con bastante cscepti- 
&no ,  pero s6lo siete nfíos despues dc aque- 
lla elucubcacidn ya dsten varias cornparilas 
dedicadas a la aplicacidn de biotccnologfas a 
rnacrofltos. 

En su conferencia, cl Dr. GmOR expuso 
claramente que antes de especular acerca de 
las características a scleccionat por estas ttc- 
nicas, lo primero quc haMa que hacer cra 
dcsarroll;ll b herramienta mctodoldgh 
que permiricta acceder a la manipuhcidn 
celular de los macrofitos, Para el desarrollo 
de esta hcrranicnta mctodológicasc han de 
cumplir los siguientes requisitos: 

a) Obtener nilrívos ~6nicos.  

Desarralar rndtodos que permitan la 
desorganizacl6n celulac y la fotma- 
ción de callo, cs decir, el estableci- 
miento del cultivo celular propia- 
mente dicho. 

d) Mantener la totipotcncia celular y 

por tanto la capacidad de rcgcnenr 
planta a partir del cultivo celular de- 
sorganizado. 

al  b.- Los dos primeros pasos, la mero- 
dologia de h obtención de cullivos axénicor 
y la fimvlación de medios de cultiuo sdc. 
cvados, ya estaban dados antes de la confe- 
rencia de EIBOR. L. PROVASOLI y col. cn 
EE.UU., y posteriormente L, FRIES en Suc. 
cia, venían desarrollando desde mediados 
de los años 50 estudios de nutricidn de ma- 
croalgas en cultivos a~6nicos. Estos estudios 
básicos de nutrición ya habían sentado las 
bases de los protocolos dc deshfeccidn y ob- 
tención dc cultivos aAhicos, requcrimicn- 
tos nutritivos y orgánicos, formuJacionc~ ar- 
tificiales de agua de mar y metodologia dc 
cultivo. 

No obstante, fueron solamcntc las ba- 
ses, ya que cuando se intentó cstablecet el 
cultivo iu(6nico en ouas especics se encon- 
traron numerosas dificultades que hasta el 
prcsencc s61o se han soludonndo en su toa. 
lidad para un número muy reducido dc cs. 
pecies. 

La necesidad de establecer el cultivo axE- 
nico es doble: 
- Primero, porque para estudiar los rc- 

queriiicntos nutritivos y los regula- 
dores que inducen la desorganíza- 
ción y la morfog¿nesis del cultivo cc- 
lular hay que evitar roda intcrfercn- 
cia con rnicroorganismos que media. 
tizafin los resultados. 

- En segundo lugar, porque estos mi- 
croorganismos impedkían cl dcsarro- 
110 del cultivo celular o acabartan 
dcstruyEndolo. 

4i probiema de ia obtencidn h cuitivos 
adnicos radica básicamcntc en 3 puntos: 
- El primero de  ellos es quc los trata- 

mientos desinfectantes no se pueden 
gcncraíízar. Es decir, lag caracteífsti- 
cas diEcrcncialcs cn cuanto a parcd 
celulac, difusión y tolerancia del 
agente biocida en algas vcrdcs, rojas 
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y pardas haccn que éstas respondan 
de forma muy diversa frente a un 
mismo agente biacida, Un trata. 
miento que funcione muy bien para 
un grupo o para una cspecic detcr- 
minada puede ser complecamenrc 
tódco o ineficaz para otra, lo cual 
obliga a desarrollar un tratamiento 
espeúfico para cada especie. 

- El segundo problema lo constituyen 
las relaciones simbi6ticas establecidas 
entre las mauoalgw y sus cndo. 
epifitos, que provocan malformacio- 
nes y dctencion del crecjmicnto 
cuando se csciblece el cultivo arténico 
de macroalgas. 

- Y en rerccr lugar, el problema que 
phntca la eliminación de endofitos 
que quedan protegidos de los crata- 
mientos de desinfección, 

S31 csrablecimiento del cultivo &nico 
en marroalgas rcquicre unos u~lmiencos 
muy sofueicados, cn comparaci6a con plan- 
tas uasculaccs, que podemos esquematizar 
cn el siguiente protocolo: 
- En primer lugar se prccultivan frag- 

mentos juveniles, liberados dc epz- 
tos, por raspado con cepillo cn un 
medio can una concentración ligera 
de iina mczcla de anribi6ticos duran- 
tc un par de dias, 

- Sucesivos tcatamkntos dc sonicación 
de los fragmentos más vitalcs en 
agua dc mar esdril. 

- Tratamiento con compuestos or&ni- 
cos iodados, alsobol, hipoclorito cdl. 
cico o sódico, desinfectanres clínicas, 
crc. 

- Post.üatamicnto de los fragmentos 
m& vitales con una mcrcb de antL 
bióticos de amplio espectro, fungici- 
das y bótido de gcrmanio. 

De los trabajos iniciales de PROVASOLI 
y ITRIBS surgieron diversas farmulaciones ar- 
tüiciales de agua de mar que en mayor o 
mcnor grado de dcfiición pcrmidan cl cre- 

cimiento uin vitros de macroalgac. No obs. 
tante, las fo~mulacioncs artificiales dc agua 
de m*r no daban los mismos resultados que 
las forrnulaciones de agua de mar enriqueci- 
da. Los ttabajos de M. PEDERSEN demos. 
crmn 1~ presencia de citaquininas en aguas 
someras cercanm a poblaciones dcasas de 
macroalgas. Estos resultados, conjuntamcn- 
re con los aportados por PROVASOLI y 
RUES de la aiutotrofía macroaigal fientc al 
complejo vitarnhico B, han llevado a que 
en el desarrollo del cuftivo celufarse emplee 
el agua dc mar como medio base. La estratc. 
gia ha sido la de posponer cl conocimicnto y 
definici6n exacta de los rcquerimientos nu- 
rritivos y org6nicos frente al objetivo de cs. 
tableccr cl cultivo celular. 

c. -Y emcamos en el tercer requisito 
del desarrollo de esta hctramienta de traba- 
jo, el sstad/ecinriento de/ t d ~ i v o  ceh'or, 
que sc entiende por cl decarrollo de un sis- 
rema cclulat desorganizado, un tumor afin 
dc cuentas, que ts lo que se denomina callo 
en estas tícnicas. 

El primer problema que se plancer es el 
de la definición dc callo en organismos ca- 
mo los macrofitos, que se caracterizan por 
un bajo nivd dc orgmfiacibn celular, Asf 
como en el cultivo celular de plantas supe- 
riores una estructura de callo cs f$cilmente 
reconocible, la escasa orgaoizaci6n celular y 
la gran plasticidad rnorfolbgica dc los ma. 
crofitos ha llevado al abuso del thmino 
*callus-liker para teferirsc al desarrollo, al 
parecer desorganizado, de Los explantes en 
culrivo, y a un ambiente dc crítica y esccpti- 
cisrno entre los diversos grupos dc trabajo 
en cuanro a la considcraci6~ dc los recuka- 
dos ajenos como un autenuco cstableci- 
miento del cultivo desarganizado. Esta si. 
tuaci6n se ha visto potenciada por los esca. 
80s datos hjsroj6gicos aportados ea los Ua- 
bajos. 

La ptimcra rcfcrencia que se S U ~ C  citar 
cn CI dt3wroII0 de la biotccnologla de rnl- 
crDfitos marinos es la de CIiEN y TAYLOB 
(1978), aunque estos autores no obeicncn la 
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desorganizaci6n de los fragmentos de me- 
dula d e  Cbondm cripur que emplean co. 
rno erplante primario. No obstante es la 
primera referencia en la que se describe el 
decto de hormonas sobre la regeneracibn 
ain vittos de fragmentos de macroalgas cm- 
pleando la metodología del cultivo celular. 
El mismo alío SAGA en Japbn dcscribe la 
regeneracih de esporofitos a partir de célu- 
las aisladas, lo  que denomina callus-like, en 
Laminarias, Estos trabajos sentaron l a  bases 
de ia posioiiit5ad de que céiuias o pequeñas 
agtupacioncs ceIuIatcs podían expresar SU 

totipotencia c n  niltivo.+~ v i u o ~  y por tanto 
confirmaban la posib~lidad de aplicar las 
técnicas del cultivo celular a macrofitos ma- 
rinos. En 1980 FRIES publica l a  inducción 
de ea110 y su regeneración cn medio arrfi- 
cial semisólido. 

A partir de 1980 aumcntan los grupos 
de trabajo interaados en cl establecimiento 
del cultivo celular de macrofitos. CIlENñY 
y col. en Bostón, BRINKHUIS en Nueva 
York, GiBOR y POLNE PULLER en Cali- 
fornia, VAN STADEN en Sudafrica, GOR- 
DON en Nueva Zelanda, YAN en China y 
BOROWTZKA en Australia, constituyen 
Los g q s  m& importantes que surgen a 
partir de 1983. 

La aproximaci6n que hacen todos estos 
grupos al desarrollo de la aherramienta* del 
cultivo celular es bastante coincidente en 
cuanto alos p a r h e m s  básicos que parecen 
controlar la desorganización celular: 

- IdenuFrcar los genotipos de mcjor 
respuesta. 

- Sdeccionar el tipo de c q h n t e  más 
adccuado. 

- Determinar la composidbn del mc- 
dio d e  cultivo y su estado físico más 
adccuado para la inducción de la de- 
sorganización celular. 

- Determinar el cfccto quc presentan 
diversos reguladores del crecimicnto 
sobre la dcsorganiración y regenera. 
d6n del callo. 

Tras seis aRos de trabajo, cada grupo ha- 
bIa desarrollado la metodología neccsatia 
para establecer el culcivo celular en las espe- 
cies particulares en las que trabajaban, que 
en su mayofía eran algas pardas. Los medios 
de cultivo se fueron complicando cada vez 
mis con la introducción de compuestos or- 
gánicos, formulaciones modificadas dc 10s 
medios de cultivo de plantas vasculares, di- 
versos tipos de azficarcs. reguladores del cre- 
cimiento convencionalcs y no convenciona- 
ies, etc,; es decir, sc siguió ei mismo slogan 
de uadiciona que algo harb que sufri6 cl 
cultivo celular d c  plantas vasculares veinti- 
cinco aKos anta .  

Asimismo se descubrió el efecto-herida a 
en macrofitos como inductor de desorgani- N - 
zación y la influencia d e  las conccnt.raci~ncs = m 

hormonales endbgenas y su variación esta- 
O 

cional enuc las fases haploide y diploide en 
- 
- 
0 

la formación de callo, s fcorno  laímportan- m 

E 
cia del poccncial osmdtico en la desorgani. 
zación celular. En resumidas cuentas, sc O 

avanzb en cuatro allos lo que en el desarro- 5 
110 del cultivo celular d e  plantas superiores 

n 

E había costado veinte. Aunque eran pocos - 
a 

los parámetros controlados y muy diversos l 

los modos de accidn entre diferentes cspe. .=, n 
cies, la .herramienta. ya estaba construída, o 

para algunas especies e n  1984, en lo que se 
refiere a los tres primeros puntos que antes 3 

O 

hablamos mencionado: obtcnci6n de culti- 
vo axtnico, medio de cultivo adccuado y tu- 
morogénesis. 

d,-El cuarto punto, l a  regeneracidn 
de p&u, es dccit el mantenimiento de IP 
totipotcncia de la  ctlula desorganizada, es 
el que mayor problema plantea. 

La rrg~.:c:~c16,7 dc p!..a:n &! c;$u ic- 
lular se ha conseguido solventar efl parte ju- 
gando con dos factores: 
- La adci6n de homronm al mcdio de 

cultivo y 
- el eff~doflico del mcdio de cultivo, 

- La utiIizmiÓn de honnonar pua  in- 
ducir la rcversidn organo.genfúca en 
el cultivo cclular d e  macrofitos ha 



dado lugar a resultados bastante con- 
tradictorios. La importancia de la re- 
gulación hormonal endógcna en ma- 
crofitos está bien establecida, al me- 
nos en algunas especies, pero lo cier- 
to es que dentro de u n  amplio rango 
de tipos de auginas y citoquininas, 
concentraciones y balances relativos 
n(perímentados, no se ha conscgui- 
do dar con una formulación que de 
forma eficaz revierta el crecimiento 
desorganizado hacia la formación de 
una planta completa. Haciendo una 
comparación con el cultivo celular de 
plantas superiorcs, la utilización de 
hormonas para inducir organog6nc- 
sis probablemente no sera eficaz has- 
ta quc se obtenga con macrofitos un 
sistema celular análogo al de Nicotia- 
na en plantas vasculares, cuya gran 
facilidad de cultivo t in  v i u o ~  pcrmi- 
ti6 dar con formulacioncs hotmona- 
les que pcrmit'm .dirigir* a volun- 
tad la morfog€uesiF del culrivo celu- 
lar. 

Algunos autores han descrito el 
efecto de compuestos organices inE- 
ditos en la fisiologla vegetal, tales co. 
mo ci naftcnato sbdico (YAN, 
1984), como rcgul~dotcs esenciales 
paca la induccidn d e  organogtnesis 
en callos de Laminariales. Nuestra 
experiencia al respecto es que esta 
sustancia no tiene efecto aparente en 
la organogEncsis de callos de algas 
rojas. 

- El gt& ,fir;c~ del me& de cultivo 

parece ser un sistema m% eficaz para 
conuolar a voluntad un crecimiento 
desorganizado o inducir organog6ne- 
si, Según los resultados de l a  escuela 
californiana, la  formacibn de callo 
tiene lugar en medio sólido y la rcge- 
netaci6n se induce sin problemas, 
simplemente subcultivando callos o 
agrcgr>dor crlulares en medio Ilqui- 
do. Al igual quc en el cultivo celular 
dc plantas superiores, el potencial 

osmótico parece jugar un importante 
papel como regulador del crecimien- 
to en el cultivo celular de macrofitos. 

Lo cierto es que actualmente la regenc- 
ración del cultivo celular constituye el prin- 
cipal problema en la &pansión de estas téc- 
nicas; pmeba de ello es que de las 30 cspc- 
cies en que se ha obtenido el cstablccimien- 
to del cuitivo celular, menos de la mitad se 
han conseguido regenerar. Pero lo que es 
igualmente cierto es que este contratiempo 
no ha desalentado la continua aparicidn de 
nuevos grupos de trabajo en el campo de la 
biotccnologla aplicada a los macrofitos ma- 
rinos. 

Los programu d e  selección aplicando es. 
tas cecnicas, iniciados en el Shangdong Co- 
llege of Oceanography en China y en la 
Universidad dc California, comprcndcn la 
seleccidn de cuatro características: 
- Selección de estirpes de alto ueci- 

miento, 
- Selección de estirpes rcsistentes a an- 

tíbiótícos y fungícídas. 
- Selección de estirpes resistentes a elc- 

vadas temperaturas. 
- Selección de estirpes resistentes a to- 

dnas bacterianas. 
El común denominador de esta caractc- 

thicas es que están codificadas a nlvel celu- 
lar, y no precisan d e  marcadorcs morfológi- 
cos para sclcccionar. B1 indicativo de su re- 
sistencia cs que contintian creciendo o lo ha- 
cen a mayor velocidad que ouos agregados 
celulares. Es decir, son caractefiticas que no 
prccba.n de macadores cspecialcs para ser 
detectadas. 

Los resultados prácticos más espcctacula- 
res hasta el momento los constituyen los ua- 
bajos tcalizados e n  China con .kminariaju- 
ponica. La selección de clones resistentes a 
elevadas tempetamcas llevados a cabo pot 
YAN zUO.~EI (1984), le han permitido 
regenerar plantas de callos resistentes quc 
nn - shln . . . - rctenfan - . . -. la  resistencia manifestada 
en el callo, sino que ademh mostraban una 
tasa d e  crecimiento superior a la cspccic sal- 
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vaje. La obtención de clones resistentes a celular y otras biotecnologías han permitido 
temperaturas ha permitido el desa- abordar otros estudios que, aunque en un 

rrollo de la rnaricultura de csta especie en el plazo más largo, tcnddn un gran ímpacto 
Mar de China, zona muy rica en nutrientes, en la rnaricultura vegetal. Dc enrrc estos 
dande las es~ccies salvajes no se podían cul- campos a medio-largo plazo citaremos dos: 
óvar por laselevadas tcmpcratÜrs que al- 
canzaba d agua dc mar. 

Can este ejemplo prktico de la aplica- 
ción del cultivo celular a la selección vamos 
a introducir otro aspecto aplicado muy im- 
portante de estas ttécnicas: la posibilidad de 
emplear el cultivo celular como un sistema 
muy eficaz de propagación. 

Za base de csra aplicacibn cs muy scnci- 
IIa. Consiste simplemente en disgregar un 
tdo y provocar que cada c6lula o agregado 
celular origine una planta completa, con lo 
que se podfin obtener de golpe millones 
de plantas idtnticas a la planta disgregada 
sin necesidad de pasar por todo cl ciclo bio- 
16gico de la cspecie, Por lo tanto, se podftan 
borrar las costosas instalaciones en tierra y 
la compleja manipulacidn de las fases alter- 
nauta de las especies can rcproducci6n se- 
mal que hablamos wpucsto antcriormentc, 
y la producción de matetial paia la siembra 
se podtfa efectuar a partir de una Bnica 
planta o grupo de plantas que presentara las 
características mL deseadas, que estarian 
e%actamcnte reflejadas en su descendencia, 
ya qiic se uaa dc un sistema vcgctativo de 
propagación. 

E1 tílthno avance en csra aplicaci6n del 
mluvo celular se publicó el pacado afio en la 
revista aGcnetic Enginccring Ncws* (1787) 
con un trabajo realizado por el Dr. KA. 
PRAUN con la especic Uha& oxirpemu, 
en la que obtiene la producción de planta 
coscchablc seis semanas despues del aisla- 
niiento de cWas y su fijación en cuerdas. 

Con el nivel actual dc conocimiento en 
ei. campo de la biotccnologla ~cgctal, las 
aplicaciones que h r m ~ s  niencinnzdc =e:: 
cuanto a las posibles caracter%ticas a selec. 
C ~ O ~ U  y m apiicación a la propagacicin 
somicica - son las que presentan una tit. 
pectativa de aplicacibn comercial m& prbgi. 
ma. No obstante, el desarrollo del culriyo 

- la pma'ucci6e & e m  de co~zpuer- 
tal orgániGor de inceri2s indu~trial en 
biorreactorcs y 

- la aplicación de anticrrsrpor mOtJ0. 
donales a ficocoloides para la idcnri- 
ficación y selección de cstirpcs cclula- 
res de agarofi tas. 

Paradbjicamcnte, la producción de mc- 
tabolitos secundarios de algas cucariotis n 
partit del cultivo cclular dcsorganízado en 
biortcactorcs esta citada desde 1774, cuan- 
do al parecer ni tan siquiera se había plan- 
teado en el mundo la posibilidad de aplicar 
el cuitivo celular a las algas. Y si cllo consti- 
tuye una paradoja, lo que rcsuita sorpccn. 
dentc es la base misma de esta referencia, 
que no cs ni más N menas que una patente 
japonesa para la producci6n de agar a partir 
de callos de Gclidium cultivados cn un bio- 
rreactor estitico. Y si la paradoja es sorpren- 
dente, los datos aportados en esta parcntc 
han sido calificados de exageraciones comcr. 
ciales por la comunidad cicntlflca, ya que la 
producci6n de agat en biorrcactor era tres o 
cuatro veces supcrior al cquivalentc de bjo- 
masa en cultivo e n  tanque. No se conoce 
ainguna empresa que disponga dc csta icc- 
nología y,  en general, esta patente se ha rc- 
lacionado con la posibilidad dc parcntsr 
ideas cn cl campo de la biotccnolog?a y con 
el inrcrEs en destacar el potencial dc la tá. 
nica, mh que con el desarrollo red dcl sisrc- 
ma. 

No obstante, un rccientc estudio mi. 
uoscópico del callo de algas rojas nos ha 
permitido dcrruhiir dos Zpccmr que hsccn 
suponer que el culrivo e n  biorrclctor pucdc 
dar un rendimiento de ficocoloides muy su- 
perior al dc la planta organizada. 

Estas dos observaciones son: 
- De una parte, el considcrablc grosor 



de las paredes celulares del callo, lo que 
unido al pequeño tamaíío de las células PO. 

dda aumentar un orden de magnitud el 
contenido e n  ficocoloidcs en relación a una 
planta completa. 
- En segundo lugar, el descubrimiento 

dc una desproporcionada concentración de 
amiloplastos en las c~lulas  del callo. Este 
predominio del mctabolismo de los hidra- 
tos d e  carbono bien podfb. ser el responsa- 
ble d e  una sobreproduccibn d e  polisaciridos 
estnicturales. 

La posibilidad de aplicar las técnicas del 
cultivo celular a la selección de estirpes con 
un mayor contenido cuantitativo y cualitati- 
vo de ficocoloides depende d e  un requisito: 
la obtenci6n de un marcador; un marcador 
morfol6gic0, fiiológico o bioquímico, pero 
que nos permita identificar en una pobla- 
cián de billones de c¿lulas, aquellas que 
rnanjfi estan las caracccrkdcas deseadas. Este 
aspecto de la  aplicaci6n del cultivo celular a 
la selección genitica ticne u n  gran inter-3 
cconámico, ya que los ficocoloides de alta 
calidad constituyen e1 producto de mayor 
intetcs actual dtraldo d e  los macrofitos. 

Si no se dispone de marcadores, cl pro- 
cedimiento es generar variabilidad en el cul- 
tivo desorganizado, regenerar planta y ana- 
lizar la rdescendencia* una'por una inten- 
tando obtener un vaciante somaclonal, es 
decir un procso tedioso y sin ninguna ga- 
rantla de &o. 

Bl segundo ejemplo que habíamos mcn- 
Yonado como biotecnolog'ias que tendrin 
impacto e n  el campo d e  la biotccnologfa y 
maricultura vegetal es cl dc los anticuerpos 
monoclonaies a ficocoloides. la hportancia 
del desarrollo y pcrftccionamiento en la 
produccián de anticuerpos rnonoclonalcs a 
ficocoloides radica en que es la aminihcrra- 
mientas que  precisa la  <gran, herramienta* 
dci cultivo cciuiv para abordar un progra- 
ma d e  selecci6n cuanti y cualitativa de fico- 
coloidcs. 

Los primeros trabajos d e  obtcnción de 
anticuerpos monodonales a ficocoloides se 

realizaron cn Canadá a mediados de los 70 
por cl grupo de la Dra. McCANDLESS. Po. 
co a poco se fue aumentando la cspeufid- 
dad dc cstos marcadores moleculares, dcsa- 
rrollrindose anticuerpos cspecífícos a iota, 
lambda y kappa carragcno y, tras la incorpo- 
ración del equipo californiano dc la Dra. 
VRBELAND a principios de los 80, se desa. 
rrollaron las dcnicas dc hibridación dc poli- 
sacáridos con marcadores fluorcscentes. 

A mediados de los 80 ya se diponfa de 
la ainiherramients;, que permith identifi. 
a r  a nivel celular la longitud y composición 
de carragenatos y agar, ya que este úItimo 
tambiEn mostraba una respuesta inmune. 
génica. LOS resultados presentados en 1987 
en el Congreso ~Recent Ptogrcss in Algal 
Biotechnalogyn (Lille, Francia), han sido es- 
pectaculares en cuanto a la variabilidad en 
contenido y composición quc presentan las 
células de especies carragenofitas sometidas 
a tratamientos mutágenos. Por el momento 
no sc han regenerado plantas de los cloncs 
selectos, pero lo quc cs impoaantc tener 
presente a el impresionante avance que su- 
ponen estas ticnicls si las comparamos con 
los metodos de hibrización semal iniciados 
en China. La aplicacih conjunta del cultivo 
celular y los anticuerpos rnonoclonalcs per. 
mite, ademk delas ventajas que ya mcncio. 
namos del cultivo celular, selecclonat casi a 
nivel gcne'dco, porque lo quesf ha quedado 
claro tras los trabajos de McCANDLESS y 
VXBELAND cs que la canridad de unidades 
csuucturales y su grado de sulfatación, cs 
decir la cantidad y calidad de los ficocoloi- 
dcs, está sujeta a una codificación genérica. 
E1 dcsartolio de estas ttcnicas nos ha llcvado 
pues a las puertas de la manipuIaci6n gcn6- 
tica, es decir al m f i o  grado posible de 
control.. . pero s61o a las pucm. 

porque para hablar esuictamente de 
manipuiatidfl gcnitia hay que iiew a m, 
a manipulu, y no s identificar y scleeciooar 
va&bilidad que no sabemos de d6ndc 
c6mo ha surgido.. . por muy fltil que nos 
pueda resultar a t a  variabilidad. 
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B.- Esto nos lleva 4 punto final del 
desarroi10 de la biotecnología aplicado a la 
selección de macrofitos, /os procesos de in- 
genieri2gené~ka. Los requisitos para el de- 
sarrollo de la ingeniería genética en estos or- 
ganismos pasan por: 
- la obtención de procoplastos 
- la obtención de mttodos eficaces de 

hibridación som8uca y producci6n 
de heterocationcs 

- la identificación de plásmidos 
- la obtencidn de vectores 
-y finalmente por la identificación, 

aislamiento y donado de genes en 
plásmidos. 

Las rnetodologlas para manipular la in- 
formación genética en macrofitos las pode- 
mos dasificar en dos: 

a,- por bibridm'6n ~omütica y 
h.- por tronflornaacián genética. 
a. - La aplicación de la hibnn&ciÓn so- 

mdticu cs la metodologi'a mis sencilla,, pero 
la menos fiable de las dos. Esta ttcnica se 
basa enla obtenci6n de protoplartos y su fu- 
sión con ptotoplastos de ouas especies o gé. 
neros, dando lugar a una c W a  que prcsen- 
ta e1 gcnoma de ambos. En teoría esta me- 
todologla permite romper cualquier barrera 
gcn6tica y generar una acspcde> nueva, que 
cmrcsarfi las caracteri'sticas codificadas en 
Abos  genomas. Como es facilmente ima- 
ginable, la potencia de esta técnica es muy 
supcrior a la simple hibridacion sexual de 
los sistemas convencionales de me.joor. k 
potcnciaiidad de csta técnica ha hecho que 
cientfficos de gran prestigio dentro del carn- 
po dc productos bioactivos de macrofitos 
como W. FENICAL (1983), hayan sugerido 
la posibílidad de dngenian plantas tcrres- 
tres que produzcan ficocoloides o antibióti- 
cos caractcristicos dc la flom marina. 

La gran t%pcctacibn que causó la posibi- 
lidad de hibridad6n somática en el mundo 
de los ficólogos, estuvo en parte condiciona. 
da por la similar o!pectación, pero con mu- 

cha mayor base cientaca y metodológica, 
que se había levantado en el campo de la 
biotecniologIa de plantas vasculares. No 
obstante es muy probable que, al igual que 
ha sucedido en el campo de la hibridacidn 
sornitica en plantas vasculares, se dcscubrr 
que csta posibilidad aplicada a macrofitos 
presenta muchos más problemas de los cs- 
pecados. 

El primer requisito para realizar Ja hibri. 
dación somhtica es obtener protoplastos, y 
aqul aparece el primer problema, porque la 
aplicaci6n de la mctodologfa y sobre codo, 
de los sistemas enzimiticos que se han dcsa- 
rrollado para plantas vasculares, no funcio- a 
nan en algas rojas y pardas, quc son las dc N 

mayor interes. Las paredes celulares de estas 
- 
= m 

algas son diferentes y mucho más complcjas O 

que las plantas vascularcs, y no digieren las - 
- 

mezclas de celulasas, pecroliasas y hcmicc- 0 m 

lulasas que funcionan perfectamente con E 

plantas vasculates. Para la digestión de las O 

paredes celulares dc macrofitos marinos se 
han empleado dos sistcmas: n 

E El primero es la utilización de autEnticos - 

cdctclcs enzirn6ticos cn los que se aiiade una 
a 

muestra de la mayor'n de los enzimas eiis- 
2 

n 

tentes en el mercado que acrlían sobrc pa- 
n 
0 

red celular. De csta forma ha surgido un 
considerable número de forrnulacioncs en- = O 
zirniucas. Este recetario de formulacioncs 
enzim6ticas plantea dos problemas: 
- E1 primero cs que la idoneidad de 

una formulacidn está restringida a una cs. 
pecic determinada, no sirve para todas las 
especies, incluidas las de un mismo gántro, 
Es más, su efectividad puede estar testringi- 
da a una farc determinada del ciclo celular; 
es decir, el que digicra las ctlulas gamctofi. 
ticas no  significa que digiera las cElulas del 
esporofito. 
- El segundo problema es el que plan- 

tea la togicidad de estos coctcles cndmfti- 
cos cn lo quc sc rcficrc a la viabilidad del 
,-..-+~,.l""*m +."t.,, .-,"A---. .." "-2 .-*l.,!". .. 
pirvrvpaaw p i n  ~ c f i i i i b i a i  p i b u  bciuiul 7 

postcriormcntc dividirse y dar lugar a una 
planta completa. Protopla~tos sí se han ob- 
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tenido con estos cocteles, pero la obtención 
de plantas s610 se ha descrito en muy pocas 
especies. En las demás especies o no se ha 
conseguido la regeneración de pared, o co- 
mo máximo un par de divisioncs mitóticas. 

El segundo sistema empleado para la 
obtencián de protoplastos consiste en la ex- 
tracción de los sistemas enzimáticos de ficó- 
fagos. La utilización de ekttactas crudos, o 
ligeramente purificados, del sistema diges- 
tivo de A)/ysia, Diadema o Liftonka han 
permitido la regeneración de callo y en al-  
gunos casos la regeneraci6n dc  plantas a 
pattir de éstos. Este sistema ha demostrado 
ser mucho más eficaz en cuanto a la repeti- 
bilidad, ausencia de tolicidad, número de 
cspecies a las que sc puedc digerir la pared 
y, sobcc todo, cantidad de protoplastos ob- 
tenidos. 

Realmente d uestado del arte de la ingc- 
nicña genEtica en macrofitos~ no  ha pasado 
de este punto. A lo largo de 1986 y 1987 se 
han publicado diversos trabajos y ha habido 
varios congresos en los que se han descrito 
tEcnicas rutinarias para el aislamiento de 
protoplastos. El primer paso se puede consi- 
derv dado. Los siguientes estan en su ma- 
yoría por dar, pero es muy probable que se 
efectlicn en la presente dicada. 

Lo que vamos a eIponer a continuacibn 
son los trabajos que se están realizando ac- 
tuaimentc en diversos laboratorios dcl mun- 
do en cuanto a las posibilidades que cl desa- 
rrollo de sistemas eficaces de obtencidn de 
protoplastos han abierto en el campo de la 
ingenicrla genética aplicada a macrofitos. 

Los trabajos de hibridación som%tica se 
cstám llevando a cabo en la Universidad de 
California bajo la DirecciBn del Dr. GI- 
BOR, y en la Universidad de Nottingham y 
la de Boston, que llevan a cabo el proyecto 
conjuntamente, Los resultados publicados 
hasta ei momento sólo hacen refc~cncia a la 
facilidad con que los protoplastos se fusio- 
nan espontáneamente, por lo quc en princi- 
pio no parece que este aspecto vaya a prc- 
sentar graves problemas. Donde es muy 

probable que surjan es en la formadlin de 
autEnticos heterocariones, es decir, que 
realmente se fusionen los níicleos. y sobre 
todo, cn que los gcnomas de distintas cspe- 
cies puedan cocltistir en el hlbrido. Este úl- 
timo aspecto es el que ha producido cl 
abandono, o al menos ralentización en los 
progamas de hibridacidn somitica en vege- 
tales superiores. 

Los más optimistas en cuanto al poten- 
cial de la hibhdaci6n somática en macroñ- 
tos suelen citar el trabajo de MATAGNE y 
COI que, en 1979, describieron la obtend6n 
de un autEntico hctcrocarion cstable al fu- 
sionar protoplastos de ChIamydomonas 
~ehhardi. Lo que no suelen mendonar es 
que se emplc6 un mutmte que carece de 
pared celular. Tambitn los trabajos de 
OHIWA en Japón con hibridacioncs inre- 
respcc7üicas e Litcrgcn€ricas con otras cspc- 
cies de algas unicelulam o filamcntosas 
(Zygnema, Mougeofia, Jpimgyra), que die- 
ron lugar rápidamente a proccsos de incom- 
patibilidad somatica y nucleac. Los mismos 
procesos de incompatibilidad que en un tra- 
bajo precoz y muy olvidado, pubtic6 L. 
FOWKE en 1979 al fusionar protoplastos de 
Ch~mydomonas y Daucus carota. Cierta- 
mente la bibliografía es muy escasa, pero si 
se e%tmpoian los tcsultados obtenidos en la 
hibridacion somatica de plantn vasculares, 
algas unicclularcs o filarnentosas y algas y 
plantas vasculares, la profecfa de FEMCAL 
de fabricar plantas terrestres que produzcan 
compuestos bioactivos cíuactedticos de ma- 
ccofitos, parece que tardari algún tiempo 
en hacerse realidad, 

b,- La otra gran vía que ha abierto la 
obtencibn de protoplastos es La dc la inge- 
nictía genEtica propiamente dicha, es decir, 
la tranrjónnación genética. 

DEmonos cuenta de cuintospretrcquisi- 
L _ _ _ _ " _  .--- t - ~ 4 .  pus x p 6 u  cw ~ C E X I O I U ~ I ~  st hzn supe- 
rado en apenas siete años: 
- Se han obtenido cultivos axtnicos; 

no hay pum interferencia con otros 
organismos. 
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- Se han obtenido medios de cultivo 
que pueden hacer crecer en forma or- 
ganizada o desorganizada a las célu- 
las de macrofitos. 

- Se peden cultivar en medio slilido, 
con lo que posibilitan la identifica- 
ción y aislamiento de mutantes. 

- Se ha dcscrito la existencia de plk- 
midos cn macrofitos de interés co- 
mercial, 

- Se pueden obtener proiupl~tüs, caíi 
lo que la especificidad de los proce- 
sos de transformadbn (o conjuga- 
ción) se ve reducida a un mlnimo, y 
potenciadas las eficacias de transfor- 
mación. Es decir, p o d r ' i  servir los 
mismos vectores o pl5midos que se 
emplean en plantas vasculares. 

El cuello dc botclla radica en la obten. 
ción dc vectorcs naturales en macrofitos. 

Aunque es un hccho poco conocido, la 
edstencia de bacterias marinas generadoras 
de tumores en macrofitos está descrita desde 
d siglo pasado. Desde los trabajos de 
BROWN en 1983, diversos autores han des- 
crito a las bacterias como las causantes de los 
tumores, agallas o callos (se han cmpleado 
indistintamente estos tres ttrminos) que 
aparcccn cn poblaciones naturales de ma- 
crofitos. Un trabajo reciente de TSEKOS 
(1903) mostraba la modologia de estas bac- 
terias en tumores de Gmcika. El estudio 
de la microscoph electr6aica de los callos 
inducidos en nuestro Departamento ha 
puesto de manifiesto la presencia de bacte- 
rias similares a las descritas por TSEKOS y 
otros autores en tumores de poblaciones na- 
turaics. De ¡a identificación y aisiamiento 
de estas bacterias puede que venga ese vec- 
tor, esa. ullave maestra, que nos permita in- 
uoducitnos en cl cádigo genttico de los ma- 
crofitos. 

Otro cuello de botella, mucho más difi- 
cil de resolver, cs la idcntificaci6n, aisla- 
miento y donación de genes que confieran 
una mejora cuantitativa o cualitativa a la es- 
neo;@ en pi~icu!tr, C { F . C ~ & ~ ~ ~  :.= =S- r-"." "- 

pecífico de ficocoloidrs, la pregunta sería, 
(qué genes codifican una mayor producción 
de agarosa, de k-carragcno?, ¿qué genes co- 
difican un menor grado de sulfacación en 
estas moléculas? y la segunda pregunta se- 
ría, (dónde están localizados? En macrofitos 
se desconoce la respuesta a estas preguntas. 
No obstante, unos trabajos recientes de DE- 
RETIC y coL(1387) en Pseudomonas aerrrgi- 
nosa, una bacteria productora de alginatos 
iguales a los producidos por F~rciis gardnen', 
ha permitido identificar los genes involucra- 
dos en su slntesis y ha abierto la posibilidad 
de comenzar a identificar las gcnes relacio- 
nados con fa slntesis de alginatos en mauo- 
fitos. 

Aunque la alternativa de la transforma- 
ci6n genética en macrofitos puece muy Ieja- 
na, hay que tencr presente que el pencilti- 
mo número de la revista uHigli 'i'echnology~ 
dedica un artículo a la biotecnoiogía en al- 
gas marinas cn el que se citan diversas em- 
presas de ingeniería genftica que esrán in- 
vestigando el desarrollo dc cstos procesos en 
especies de algas marinas de interés indus- 
trial. 

Para finalizar haremos un rcsumen 
hiitoriado~cspeculativo d e  lo expuesto. He- 
mos visto cómo a partir dcl estancamiento 
de la ~ccolección como mEtodo de obten- 
ci6n de biomasa, el hombre ha ido dcsarro- 
llando la mariculrura vcgctai en sucesivos 
escalones hacia un objetivo muy concreto: 
mátirno conüol. 

BI primer escalón fuc el cultivo en gran- 
jas, primer paso d e  cazador a agricultor. Vi- 
mos las razones que le impulsaron a subir 
un escalón m& y desarrollar los sistcrnas dc 
cuitivo incioor. En ei sisccma indoor el cuici- 
vo es muy ficil, incluso se puede auromati- 
zar, pero descubte que la cantidad de cner- 
gfa quc consumen cstos sistcrnas dc cultivo 
en tierra en relación a la cantidad de dinero 
que recibc por su producto no es suficiente, 
y que si cultiva especies de reproduccidn se- 
xual la explotaci6n es ruinosa. Sabe que Ip 
demanda y el precio de las alga van en 

"S,.,.....,. A,.* a""- ..L..*"" --- 1"" e-!-". 
auiii-uru, yub c a a ~  piniirni a u i i  14.7 UAJLCIW 
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que pueden producir el producto que necc- 
sita (no existen sistemas industriales o bio- 
tecnológicos alternativos), y que la solucian 
es hacerlas más productivas. Pasa entonces a 
aplicar los mitodos convencionales de selec- 
ción; trata de hibridar especies, trata de tul. 
tivar los mutantes que han aparecido en el 
cultivo, pero descubre que esas herrarnien. 
cas selectivas no le van a garantizar el mate- 
rial vegetal que necesita. Aprende que el 
6nico txito descrito por esa vla es puntual y 
muy limitado a unas caracteristicas que no 
son eicactamente las que anda buscando. 

Decide subir un escalón más y llegar al 
control de la c6lula, la máquina que produ. 
ce los compuestos que necesita. Entonces, 
mientras intenta controlar el comporta- 
miento de la cíluln, descubre un gran aba- 
nico dc posibilidades, No s61o es posible se- 
leccionar cílulas resistentes n diversos e s ~ 6 s  
ambientales, que crezcan muy [&pido, tesis- 
tentcs a toxinas, etc., sino que puede idcn- 
cificat y seleccionar chlulas que sintctixen 
una mayor cantidad del producto que le in- 
teresa, o una mayor calidad, o incluso nue- 
vos productos. Puede tambiin cruzar espe- 
cies que divergieron en la evolución hace 
millones de aííos, y puede montar un ciste- 
ma  de producción de .semilla, que produz- 
ca millones de plantas idtnticas a u n  fenoti- 
po determinado, en u n  cspacio de cultivo 
muy reducido. Ha  superado la esclavitud de 
la reptoduccidn s m a l  y las barreras gcnéti- 
cas, 

hl mismo tiempo sc da cuenta de que el 
cultivo celular abre la posibilidad de saltar 
al siguiente cscaldn y controlar el mecanis- 
mo que regula la maquinaria celular. En es. 
te momento está intentando encontrar el 
vector que le permita manipular el ADN4 
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Adem% el cultivo celular le ha enseHa- 
do otra cosa: que puede hacer cambiar dr&. 
t h n e n t e  la maricultura vegetal, y es que 
realmente no necesita la planta. Cultivando 
!S c&!& ha deaübieitü que ma- 
yor cantidad del producto que le interesa y 
de una forma mucho m& controlable y ~ 6 .  
moda. Si pudiera desarrollar un biorreactor 
con agregados celulares que le produzcan 
mucho más que la mejor dc las plantas y en- 
cima no nccesite empleados, ni espacio, ni 
mar, su decisi6n no es dificil de imaginar. 
Probablemente la hiitoria no acabará aqul. 
Para cuando haya conseguido iden&car las 
rutas rnetabólicas que conducen al producto 
que Ic interesa y los cnzimas que las tegu- 
len, se dari cuenta de que no ncccsita a las 
células, ni tan siquiera manipular a volun- 
tad el ADN; lo único que necesita es sujetar 
los enzimas en un biorreactor de inmovili- 
zación, introducir el sustrato adecuado por 
un &remo y recoger el producto por el 
otro. Al final llegar5 al Control Total. 

Como hemos visto, las mas biosintcti. 
cas de ficocoloides y los cntimas que las 
controlan se csdn cmpeazando a conoccr y 
en el mercado ya egisten varios modelos de 
biorreactores normales y de inmovilizaci6n 
desarrollados para la producción y biotrans- 
formacidn dc mctabolitos secundaríos de 
plantas vasculaces. El tiempo que se tarde 
en cmpIearlos y el tipo de biorreactores que 
se empleen dependerán de la velocidad a la 
que se vaya resolviendo el actual .restado del 
a n o  del cultivo celular, y cn vez de *=ter se 
convierta en cicncia. 
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