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El desatrollo y aplicacidn de biotecnolo-
glas 2 macrofitos marinos de interés indus-
teial puede ser una de las herramientas de
trabajo mis eficaces para solventar los pro-
blemas bésicos que restringen la expansién
de la maricultura vegeral como actividad in-
dustrial en Occidente. Antes de analizar el
estado actual y potencialidad de la aplica-
cién de biotecnologfas a macrofitos matinos
vamos a exponer brevemente la problemdi-
ca de los sisternas de produccidn de biomasa
macroalgal que, como veremos, estard cen-
trada en la seleccién de clones de alea pro-
duccién. Una vez establecida la necesidad
de seleccionat clones de alto rendimiento
pasaremos 4 analizar brevemente los méto-
dos convencionales de mejora genética apli-
cados a macrofitos, analizando los resulta-
dos v los problemas que plantean, para fi-
nalmente desatrollar el estado actual de la
aplicacién de procesos de biotecnologia ve-
getal a la seleccién y propagaci6n de macro-
fitos marinos.

Bxisten tres sistemas de produccibn de
biomasa algal, que por orden de apariciény
de importancia son:

I— Explotacién de poblaciones natu-
rales.

II— Cultivo en granjas marinas (siste-
mas outdoor).

IlI— Cultivo en tierra (sistemas indaor-
tanques, canales fotobioreacrores,
ete.).

1— La explotacin de poblasiones na-
purales es una de las industrias més antiguas
de la humanidad y sigue constituyendo la
fuente mis impottante de ohtencién de
biomasa ¢n términos globales. La ventaja de
la recoleccitn es la nula inversién en ¢l siste-
ma productor, aunque actualmente existen
sofisticados sistemas dc recoleccidn, como
los barcos-segadoras utilizades en California
pata cosechar Macrocystés y Laminaria. Pero
frente a esta ventaja existen numerosos in-
convenientes que podriamos resumis en und
absoluta falta de control, tanto de la calidad
(no se puede garantizar la monoespecifici-
dad de la biomasa ni su contenido en com-
puestos orgdnicas de interés) como de Ia
cantidad, ya que ef nfimero de poblaciones
naturales explotables es muy limitado, es-
tin sometidas a vatiaciones estacionales y al
ataque por fic6fagos, y en general se co-
cuentran sobreexplotadas.

11 — Vista la insuficiencla ¢ incficacia
de Ia explotacién de poblaciones naturales,
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y debido al gran aumento de la demanda de
productos extraidos de macroalgas, se em-
pezaron a desarrollar en Oriente granjas
marinas basadas en las expetiencias del cul-
tivo de Porp4yra de los japoneses. Estos sis-
temas de cultivo se fundamentan en el an-
claje de las algas 2 un sisterna de redes que,
bien de forma suspendida o flotante, se cul-
tivan en zonas costeras, La metodologia de
este tipo de cultivo la podemos clasificar en
dos tipos:

— cultivos de propagacién vegetativa y
— cultivos de propagacién sexual

Los cultivos de propagacién vegetativa
consisten en la fijacién 2 las redes ocednicas
de fragmentos de talo, Esta metodologia es-
té obviamente testringida a especies con un
alto potencial regenerativo,

Los cultivos de propagacién sexual pre-
sentan la desventaja de que requieren el
cultivo de las dos fases del ciclo biol6gico.
La primera se realiza en terra y consiste en
la manipulacién muy precisa de temperatu-
1a ¢ intensidad luminica de los tanques de
cultivo donde s induce la fijacién de las cs-
poras 2 las redes. Una vez obtenida la emi-
sién, fijacién y germinacién de las esporas,
se trasladan las redes al mar, Por tanto, para
este tipo de especies la propagacién es un
factor que encarece considerablemente su
cultivo,

La ventaja del cultiva en granjas marinas
es que permite un mayot conttol de la bio-
masa en un doble aspecto: garantiza Ja mo-
noespecificidad de Ia biomasa y da una cier-
1a garantla de suministro continuado, Los
inconvenientes son basicamente tres:

— La susceptibilidad de estos sistamas
de cultivo monespecifico y de alta es-
tabulaci6n 2 las infecciones y conta-
minaciones por ficéfagos y patbge-
nos, problemas que han generado la
pérdida de cosechas enteras,

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

— Bl elevado coste de la mano de obra
que requieren estos sistemas. Datos
econbricos referidos a una granja
marina en Taiwan estimaban el coste
de la mano de obra en mis de un
60% de los gastos totales, La aplica-
cibn de estos sistemas es pues impen-
sable en una economia occidental,

III.— La aproximacién al cultivo de ma-
céfitos en Qccidente, fundamentalmente
para la producci6n de ficocoloides de alta
calidad, se ha realizado sobre sirremar de
cultivo indoor. Bstos sistemas de cultivo de
alta sofisticacién — tanques, canales y foto-
bioreactores — permiten un control total de
la especie, nutricifn, produccién cuan-
ti/cualitativa de ficocoloides, parasitismo,
ctc., pero a costa de una elevada inversibn
de energia y capital que hace impensable ¢l
cultivo de especies de reproduccién sexual,
ya que el cultivo de todas las fases del ciclo
biolégico requeritia una inversién que dis-
paratfa los costes de produccién.

La resolucibn de lo que podriamos con-
siderar como factores tecnolégicos del culti-
vo (disefio del sistema, tipo y forma de ferti-
lizacién, procesos de extraccidn de mayot
eficacia, etc,) no ha permitido, en genetal,
obtener cosechas suficientes como para ren-
tabilizar a nivel comercial estos sisternas de
cultivo,

El factor limitante en la produccién de
algas marinas no es tecnolégico; es pura-
mente biolégico y radica en Iz seleccitn de
clones de alta produccién, en la domestica-
cién de las especies, Lo que ha quedado cla-
ro tras cerca de dos décadas de estudio de
sisternas experimentales de cultivo es que,
haciendo una comparacisa con la agricultu-
ra tefrestte, por muchos tracrores, abonos,
pesticidas e invernadetos que se apliquen a
un sistema de cultivo, si lo que se estd culti-
vanda es trigo salvaje... no hay pan.

La ptincipal limitacién de la expansién
de la maricultura vegetal ¢s la mejora gené-
tica,

Una vez establecido que el objetivo ¢s la
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mejora genética, la siguiente pregunta que
se plantes es Cdmo abordar un programa de
selecci6n y, en segundo lugar, Qwé caracte-
risticas interesan, o mejor dicho, qué carac-
tetisticas son susceptibles de mejora, Como
veremos, la metodologia que se emplee en
el proceso selectivo va = condicionar las ca-
racteristicas que se pueden seleccionar,

Bn principio , y como declaracidn de
ideales, las caraceeristicas priorirarias a selec-
cionar son:

— Variedades de alto crecimiento,

— De reproduccidn vegetartiva,

— De alo contenido cuanti/ cualitativo
del producto a extraer.

— De alta resistencia a infecciones y es-
trés ambiental,

— Que produzecan mis de un compues-
to de alto valor afiadido,

Abordar un programa de scleccifn en
macroalgas es realmente diffeil, debidoala
complejidad del ciclo biolagico de estos ot-
ganismos, en los que la alternancia de ga-
metofito-esporofito no es mis que una sim-
plificaci8n de un ciclo vital, que cuanto més
se estudia m4s ramificaciones y complejida-
des presenta. Otra gran dificultad de parti-
da la constituyen las enormes lagunas cn el
conocimiento del metabolismo y genética
de cstos organismos.

La contestacién al Como seleccionar la
podemos clasificar en dos respuestas: por
métodos convencionales o pos aplicacién de
procesos de biotecnologia vegerd.

1.— Vamos a describir brevemente las
metodologizs, resulrados y problemas de los
procesos convencionales de mefora:

Los trabajos pioneros en la seleccitn de
macrofitos fucron los iniciados a finales de
Ia década de los 50 en el Shandong College
of Oceanography en China, (TSENG; T.C.
FANG) con L. japonica. Las caractetfsticas
que se pretendia scleccionar eran altas
tasas de crecimiento, asi como tamalio y
grosor del fronde. La metodologia seguida
fue la de autocruzamiento; es decir, se se-

leccionaron esporofitos con las caracterfsti-
cas antes mencionadas, se cultivaban en
ranques individuales, se inducia la emisién
de esporas, el desarrollo y maduracién de
gametofitos, la produccién de esporofitos,
se seleccionaban los mis adecuados y vuelta
a empezar,

Los resultados fueron muy alentadores,
ya que se obtuvieton no sélo vatiedades de
mayor tasa de crecimiento y grosor de fron-
de, sino también con un mayot contenido
en iode, lo que permitid erradicar los pro-
blemas de bocio endémico en la China con-
tinental,

Como, veternos a continuacién, y tal co-
mo lo han expuesto los propios investigado-
res que llevaron a cabo este programa, hay
que introducir muchas matizaciones a la efi-
cacia de la hibtidacién sexual por autocruza-
miento como sistema eficaz de mejora en
mactofitos.

En primer Jugar, la caracterizacién de
un fenotipo &ptinio con ¢l que iniciar un
programa de seleccidn, estd muy condicio-
nada por Ja enorme plasticidad que presen-
tan los macrofitos,

En segundo lugar, el grado de heredabi-
lidad de las caracteristicas deseadas es muy
bajo, lo cual alarga enormemente los pro-
gramas de seleccién y obliga a un control
muy ajustado de las caracteristicas ambien-
tales, a fin de poder determinar la base ge-
nética o epigenética de los fenctipos.

En tetcer lugar, las caracterfsticas desea-
bles de seleccidn (alto erecimiento, grosot,
tamafio, €tc.) son caractercs cuantitativos,
ligados por tanto & las normas que tegulan
s tansmisidn, e decie, leatos de sumat y
en todo caso con un kmite que su propia in-
teraccidn delimira,

En cuarto lugar, no se conocen bien los
mecanismos que inducen la esporogénesis y
sohre todo Ja gametogénesis, lo que implica
que no se puede reducir en. cultivo el tiem-
po en que s¢ completa el ciclo biolégico.

Bn quinto lugar ¥ relacionada can el
punto anterior, l2 necesidad de cultivar has-
ta su madurez ambas fases del ciclo para po-
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der identificar los fenotipos 6ptimos con los
que continuat ¢l proceso selectivo,

En sexto lugat, y relacionado con la he-
rencia cuantitativa, estd el hecho de que los
genes, o mejor dicho ¢l sistema de poligenes
que regula las caracteristicas deseables por el
hombre, no tiene por qué ser dominante,
ya que normalmente no tiene por qué pre-
sentas una ventaja selectiva en la paturale-
za, y obliga realizar infinidades de cruces
para que se vayan sumando genes recesivos
en homozigosis.

Y como conclusién final y consecuencia
de los problemas expuestos, la larga dura-
cibn de estos programas de seleccibn, que
en el caso de L. faponiea duraron mis de 30
aflos,

Los trabajos de hibridacién interespeci-
fica e intergenética realizados en las dos dl-
timas décadas en Japdn (Saito, Tokida y Ya-
bu, Migita), Canadé (Chapman, Lianing)
y BE.UU. (Sabonsunga y Neushul), 2 pesar
de estar mds bien centrados en dilucidar
problemas de refaciones filogenéticas, han
permitido un cierto avance en el conoci-
miento def potencial de Ia hibridaci6n sc-
#ual aplicado a la mejora en Laminariss,

Estos avances han permitido:

— Establecer métodos de control de la
gametogénesis y de la emlsion de ga-
metos,

— Establecer técnicas para obtener cul-
tivos de gametofitos unisexuales,

— Desarrollar sistemas de cultive e
identificacién de los esporofitos hi-
bridos.

Pero estos avances en la manipulacisn
de la hibridacifn sexual han puesto de ma-
nifiesto nuevos problemas, como:

— L2 gran mortalidad de los hibridos
tanto en cultivo en laboratorio como
en condiciones protegidas en ¢l mar.

— El descubrimiento de la gran impor-
tancia que tienc la hetencia materna
en caracteristicas de alto crecimiento.

— La esterilidad de los esporofitos hibi-

dos, que impide el estudio de la ssta-
bilidad de la transmisién de los feno-
tipos variantes de interés,

De los trabajos de seleceitn por hibrida-
¢i6n sexual se extraen dos conclusiones: fa
primera €5 que no se puede plantearun pro-
grama de seleccibn a medio plazo si se era-
baja con especies de reproduccidn sexual, ¢
incluso plantearlo 2 largo plazo es suma-
meace arriesgado sf previamente no se cono-
ce la heredabilidad de las caracteristicas que
se pretende seleccionar, y 1a segunda es que
como linica alternativa viable queda la se-
leccibn de especies capaces de propagarse
vegetativamente.

Esta segunda alternativa de los métodos
convencionales de seleccidn tuvo nn gran
impulso en Occidente tras las experiencias
de los sistemas de cultivo indoor, ya que en
estos cultvos aparecian esponténeamente
mutantes que presentaban, aparentemente,
mayores tasas de crecimiento, un elevado
potencial de reproduccifn vegetativa y un
mayor contenido en ficocoloides.

L2 primera referencia fue la del clon T-4
de Chondrus crispus obtenido en Canadi
por el equipo de VAN DER MEER cn 1973
¥ patentado ea 1978. A partir de [os traba-
jos de la escuela canadiense no ha habido
afio en que no se publicaran nueyos mutan-
tes.

Las grandes expectativas qe despertaron
estos clones s¢ fueron diluyendo cuanda, af
pasar los clones a cultivo industrial, s com-
probb que las caracteristicas estaban relacio-
nadas con las condiciones de cultivo en la.
boratorio (baja densidad, pequetio tamafio
de las plantas, nutrientes de pureza analitis
ca, irradiaci6n y temperaturas 6ptimas, etc, )
¥ 10 con su constitiicién genética.

La conclusin de todos estos teabajos es
que la mejora genética continta siendo el
cuello de botella de la expansién de la magi.
cultuta vegeeal, ya que no se dispone de unz
metodologia eficaz con que abotdarla. Otra
conclusidn es que, 2 menos que no se¢ ob-
tenga un sistema alternativo de ptopaga-
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cibn, los sistemas de cultivo occidentales es-
tdn resttingidos a especies de reproduccidn
vegetativa.

2.— La alternativa 2 los métodos con-
vencionales de mejora surge de la potencia-
lidad de aplicat las técnicas de biosecnologia
vegetal que se vienen aplicando a plantas
vasculares. Bstas técnicas permitirfan solven-
tar tanto la seleccibn de clones como su pro-
pagacion, haciendo innecesario el cultivo de
todas las fases del ciclo vital de las especies
con reproduccién sexual,

La aplicaci6n de los procesos de biotec-
nologfa vegetal a la mejora y propagacién
de mactofitos se puede clasificar en dos ti-
pos:

A.— Seleccién y propagacién por cults-

vo celular,

B.— Seleccibn por ingenseria penéitca.

A.— Las ventajas de la aplicacion del
culttvo celular o lu seleccibn son:

— Permite trabajat con millones de c&-
lulas en un espacio reducido y con un am-
bleate totalmente controlado.

— Cada cBlula se puede considetat una
planta en potencia ya que en teoria, y como
s¢ ha demostrado en diversas especies, cada
célula es totipotente (capaz de regenerar
una planta completa),

— Bl callo es un sistema celular genera-
dor de una gran cantidad de variabilidad
genética y sobte el que se puede aumentar
la variabilidad por tratarnientos con muti-
genos fisicos o quimicos.

— Se puede efectuar una presién selec-
tiva directa sobre una poblacién de millones
de splantas» (células) e identificar rdpida-
mente los fenotipos variantes,

— Como célula equivale a planta, la es-
tabilidad del fenotipo variante se puede
controlar por ¢l nimero de divisiones mit§-
ticas,

Estas ventajas del cultivo celular aplica-
do a2 mactofitos son {as tismas si se aplican
a plantas vaseulaces, pero hay dos caracteris-

ticas de los macrofitos que hacen que estas
técnicas tengan atin mayor potencial que en
plantas vasculates, y son las siguientes:

— En primer lugar, la alternancia de
generaciones que caractetiza a €stos
organismos permite trabajar indis-
tntamente con gametofitos o espo-
rofitos isomdtficos. Esta caracteristica
diferencial con plantas vasculates es
muy importante, pues permite esta-
blecer el cultivo celular de la fase ha-
ploide. Esta posibilidad ¢s de gran
interés aplicada 2 la mejora genética
ya que:

—Ia informacién codificada en alelos
recesivos se manifestard y se podrin
clonar lineas con caracterfsticas que
de otra forma habtia sido muy diffcil
o imposible conseguir, y

— permite obtener clones diploides en-
teramente homozigéticos mediante
tratamientos suaves con colchicina a
los clones haploides seleccionados,

Esta posibilidad, que en plantas vascula-
res estd supeditada a la compleja manipula-
cién de polen y anteras, constituye una gran
ventaja del cultivo celular de macrofitos
que, como hemos visto, constituye uno de
los principales inconvenientes en una apto-
ximacién convencional a la mejora,

— La segunda ventaja especifica de ma-
crofitos referida a la seleccién por cultivo ce-
lular es su comparativamente elevada tasa
de recombinacién mitdtica, lo que implica
que se parte, ya desde el explante primario,
con una considetable variabilidad genética
en las células que inician ¢l cultivo cclular,

En resumidas cuentas, ¢l cultivo celular
aplicado a la mejora genética de macrofitos
permitiria reducir los programas de selec-
cién de 30 affos & unos cuantos meses, Esta
enorme ventaja del cultivo celular presenta
un dnico inconveniente:

Ya habfamos mencionado al principio
que el Cdmo seleccionar iba a condicionar el
Qué seleccionar. Hemos visto que Jos pro-
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gramas de seleccibn convencionales permi-
tian seleccionar caractesisticas motfolGgicas
tales como grosor, tamafio, etc; s decir, tas-
gos anatdmicos a nivel de planta entera, El
cultivo celular presenta el inconveniente
(Inconveniente muy matizable, como vere-
mos), de que dnicamente se podrin selec-
clonar caracterfsticas codificadas a nivel ce-
lular, no caractedsticas a nivel de planta en-
tera.

No obstante, esta salvedad estd referida
4 los programas de seleccibn en seatido es-
tricta, es decir, aplicando presiones selecti-
vas ditigidas, y no implica que por la varia-
bilidad generada en cultivo aparezcan es-
pontineamente mutantes, que siempte lo
haréin con una frecuencia muy superior a la
variabilidad natutal.

La aplicacién del cultivo celular a la se-
leccién y propagacién de macrofitos mari-
nos fue sugerida por primera vez por un
dentifico californiano, ¢l Dr. A. GIBOR,
en una conferencia sobte maricultura vege-
tal en el Pacifico celebrada en 1980, Su su-
gerencia fue recibida con bastante escepti-
cismo, pero sdlo siete afios despues de aque-
lla elucubracién ya existen varias compafifas
dedicadas a la aplicacién de biotecnolagtas 2
mactofitos.

En su conferencia, ¢l Dr, GIBOR expuso
clatamente que antes de especular acerea de
las caracterfsticas a seleccionar por estas téc-
nicas, lo primero que habla que hacer era
desatrollar la herramienta metodolbgica
que petmiticra acceder a la manipulacién
celular de los macrofitos, Para el desartollo
de esta herramicnta metodolégica se han de
cumplir Jos siguientes requisitos:

a) Obtener cultivos axénicos,

b) Cbtener medios de cultivo adecua-
dos para el cultivo celular,

¢) Desarrolar métodos que petmitan la
desorganizacién celulac y ka forma-
cién de callo, s decir, el estableci-
miento del cultivo celular propia-
mente dicha,

d) Mantener la totipotencia celular y

por tanto la capacidad de regenetar
planta a partir del culcivo celular de-
sorganizado.

a/b.— Los dos primeros pasos, la mepo-
dologia de la obrencion de sultivos axénivos
v la formulacibn de medios de cultivo ade-
cwados, ya estaban dados antes de la canfe-
rencia de GIBOR. L. PROVASOLI y ¢o/, en
EE.UU., y posteriormente L, FRIBS en Sue-~
cia, venfan desarrollando desde mediadas
de los afios 50 estudios de nutricidn de ma-
croalgas en cultivos axénicos, Estos estudios
bésicos de nutricién ya habfan sentado lag
bases de los protacolos de desinfeccitn y ab-
tencién de cultivos axénicos, requerimien-
tos nueritivos y argdnicos, formulaciones az-
tificiales de agua de mar y metodologia de
cultivo,

No obstante, fueron solamente las ba-
ses, ya que cuando se¢ intentd establecer ef
cultivo axénico en orras especies se encon-
traton numerosas dificultades que hasta ¢l
presente slo se han solucionado en su tota-
lidad pat2 un nimeto muy reducido de es.
pecies.

La necesidad de establecer el cultivo axé-
nico es doble;

— Primero, porque para estudiar los re-
querimientos nutritivos y los regula-
dores que inducen la desorganiza-
cién y la marfogénesis del cultivo ce.
Iular hay que evitar toda interforen-
cia con microorganismos que media.
tizarfan los resultados.

— En segundo lugar, porque estos mi-
croorganismos impedirian el desarro-
llo del cultivo celular o acabarfan
destruyéndolo.

El problema de la obtencién de cultivos
axénicos radica bisicamente en 3 puntos:
— El primero de ellos es que los trata.
mientos desinfectantes no se pueden
generalizar, Bs decir, fas caracterfsti-
cas diferenciales en cuanto 2 pared
celular, difusién y tolerancia del
agente biocida en algas verdes, rojas
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y pardes hacen que éstas respondan
de forma muy diversa frente a un
mismo agente biocida, Un trata.
miento que funcione muy bien para
un grupo o para una especie deter-
minada pucde ser completamente
t6xico o ineficaz para otra, lo cual
obliga a desarrollar un tratamiento
especifico para cada especie.

— E{ segundo problema lo constituyen
las relaciones simbi6ticas establecidas
entre fas macroalgas y sus endo-
epifitos, que provocan malformacio-
nes y detencitn del crecimiento
cuando se establece el caltivo axénico
de macroalgas.

— Y en rercer lugar, el problema que
plantea la eliminacién de endofitos
que quedan proregidos de los erata-
mientos de desinfeceibn,

Bl establecimicnto del cultivo axénico
en mactpalgas requiere uaos tratamicntos
muy sofisticados, en comparaciba con plan-
tas vasculares, que podernos esquematizar
en ¢l siguiente protocolo:

— EBn primer lugac se precultivan frag-
mentos juveniles, liberados de epifi-
tas, por taspada can cepillo ea un
medio con una concentracién ligera
de una mezcla de antibibticos duran-
te un pat de dias,

— Sucesivos tratamientos de sonicacibn
de los fragmentos mis vitales en
agua de mat estéril.

— Tratamiento con compuestos orgdal-
cos iodados, alcohol, hipoclorito csl-
cico o sddico, desinfectantes clfnicos,
o,

— Post-tratamiento de fos fragmentos
mis vitales con una mezcla de antis
biéticos de amplio espectro, fungici-
das y di6rido de germando,

De los trabajos Iniciales de PROVABOLI

y FRIES surgietan diversas formulaciones ar-
tificiales de agua de mae que en mayor ©
mesnior gtado de definicién permitfan el cre-

cimiento «in vitros de macroalgas. No obs-
tante, las formulaciones artificiales de agus
de mar no daban Jos mismos resultados que
las formulaciones de agua de mar entiqueci-
da. Los ttabajos de M. PEDERSEN demos-
eearoa la preseacia de citoquininas en aguas
someras cercanas a poblaciones densas de
macroalgas. Bstos tesutrados, conjuntamen-
te con los aportados por PROVASOLI y
FRIES de la aurotrofia macroalgal frente al
complejo vitaminico B, han llevade 2 que
en el desarrollo del cultivo celular se emplee
el agua de mar como medio base. La esrate-
gia hasido la de posponer el conocimiento y
definicibn exacta de los requerimientos nu-
gritivos y orgénicos frente al objetivo de es-
tablecer ¢} cultivo celalar,

e, =Y enramos en ¢f tercer requisito
del desatrollo de esta hetramients de traba-
jo. el establesimisnto Wel culiivo celular,
que se entiende por el desarsollo de un sis-
tema cclular desorganizado, un tumor a fin
de cuentas, que es lo que se denomina callo
en estas téenicas.

El primer problemz que se plantes ¢5 !
de la definicitn de callo en organismos co-
mo los macrofitos, que se caractesizan por
un bajo nivel de organizacidn celular, Ag
como en el cultivo celular de plantas supe-
riotes una estructura de callo es ficilmente
reconocible, la escasa organizacion celular y
la gtan plasticidad morfologica de los ma-
crofitos ha llevado al abuso del tétmino
«callus-likes para referitse al desarrollo, af
patecer desorganizado, de los explantes en
cultlvo, y a un ambiente de erftica y eseeptl-
cismo entte log divessos grupos de ttabajo
e cuanto & la consideracion, de los resulea
dos sjenos como un auténtico establec-
miento del cultivo desorganizado. Bsta si-
tuacibn se ha visto potenciada por los esca-
sos datos histolbgicos aportados en los tra-
bajos,

La primera referencia gue se suele citar
en of desagrolio de fa blotcenologla de ma-
crofitos marinos «s o de CHEN y TAYLOR
(1978), aunque estos autores no obticnen la
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desorganijzacidn de los fragmentos de mé-
dula de Chondrus crispus que emplean co-
mo explante primario. No obstante es la
ptimera refetencia en Iz que se describe el
efecto de hormonas sobte la regeneracién
«in vitros de fragmentos de macroalgas em-
pleando la metodologfa del cultivo celular,
El mismo aflo SAGA en Jap6n describe Ia
regeneracidn de esporofitos a partir de célu-
las alsladas, lo que denomina eallus-like, en
Laminatiss, Estos trabajos sentacon las bases
de la posibilidad de que células o pequefias
agrupaciones celulares podian expresar su
totipotencia en cultivo «in vitros y por tanto
confirmaban la posibilidad de aplicar las
técnicas def cultivo celular a macrofitos ma-
tinos. En 1980 FRIES publica la induccitn
de callo y su regeneraciSn en medio atifi-
cial semisélido.

A parttir de 1980 aumentan los grupos
de trabajo interesadas en cf establecimiento
del cultivo celular de macrofitos. CHENEY
y col. en Boston, BRINKHUIS en Nueya
York, GIBOR y POLNE FULLER en Cali-
fornia, VAN STADEN en Sudéfrica, GOR-
DON en Nueva Zelanda, YAN en China y
BOROWITZKA en Australia, constituyen
los grupos mds impottantes que surgen 2
partir de 1983,

La aproximacién que hacen todos estos
grupos al desarrollo de [a <herramientas del
cultivo celular ¢s bastante coincidente en
cuanto 4 los parimetros basicos que patecen
conerolar [a desorganizacion celular:

— Identiffear los genotipos de mejor
respuesta,

— Seleccionar ¢l tipo de extplante mis
adecuado.

— Determinar la composicién del me-
dio de cultiva y su estado fisico més
adecuado para la inducci6n de la de-
sorganizacidn celular,

— Determinar el efecto que presentan
diversos teguladores del erecimiento
sobre la desorganizacion y regenera-
citn del callo,

Tras seis aftos de trabajo, cada grupo ha-
bia desarrollado la metndologia necesaria
para establecer el cultivo celular en las espe-
cies particulates en las que trabajaban, que
en su mayorla eran algas pardas. Los medios
de cultivo se fueron complicando cada vez
mis con la introduccién de compuestos or-
ganicos, formulaciones medificadas de los
medios de cultivo de plantas vasculares, di-
versos tipos de az(icares, reguladores del ere-
cimiento convencionales y no convenciona-
les, etc,; es decir, se siguid el mismo slogan
de «adiciona que algo hards que sufris ¢l
cultivo celular de plantas vasculares veinti-
cinco affos antes.

Asimismo se descubris el efecta-herida
en macrofitos como inductor de desorgani-
zacién y la influencia de las concentraciones
hormonales end6genas y su variacidn esta-
cional entre las fases haploide y diploide en
la formacién de callo, ast como [ importan-
cia del potencial osmético en la desorgani-
zacidn celular, En resumidas cuentss, se
avanzé en cuatro afios lo que en el desarro-
llo del enltivo celulac de plantas superiores
habia costada veinte. Aunque eraa pocos
los pardmetros controlados y muy diversos
los modos de acci6n entre diferentes espe.
cles, la <herramientar ya estaba construida,
paca algunas especies en 1984, en lo que se
refiere a los tres primeros puntos que antes
habiamos mencionado: obtencién de culti-
vo axénico, medio de cultlvo adecuado y tu-
morogénesis,

d.—El coarto punto, la regeneracisn
e planta, es decit el mantenimiento de fa
tatipotencia de la célula desorganizada, es
¢l que mayor problema plantea,

Laregeneracion de planta del cultivo ce-
lulac se ha conseguido solventar eq parte ju-
gando con dos factores:

— La adicién de hormonas al medio de

cultivo y
— el estado fisico del medio de cultivo,
— La wtifizacion de hormonas para in-

ducir la teversi6n organo-genética en
el cultivo celular de macrofitos ha
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dado Jugat a resultados bastante con-
tradictorios, L2 importancia de la re-
gulacién hormonal endbgena en ma-
crofitos estd bien establecida, al me-
nos en algunas cspecies, pero lo ciet-
to es que dentto de un amplio rango
de tipos de auxinas y citoquininas,
concentraciones y balances relativos
e¥perimentados, no se ha consegui-
do dar con una formulacién que de
forma cficaz revierta el crecimiento
desorganizado hacia la formacién de
una planta complera. Haciendo una
comparacién con el cultivo celular de
plantas supetiores, la utilizacién de
hotmonas para inducir organogéne-
sis probablemente no serd eficaz has-
ta que s¢ obtenga con macrofitos un
sisterna celular andlogo al de Nicotia-
na en plantas vasculares, cuya gran
facilidad de cultivo «in vitros permi-
ti6 dar con formulaciones hormona-
les que permitian «dirigies a volun-
tad )z morfogénesis del cultivo celu-
lar,

Algunos autores han descrito el
efecto de compuestos orginicos iné-
ditos en la fisiologia vegetal, tales co-
mo el naftenato sbdico (YAN,
1984), como reguladores esenciales
para la induccibn de organogénesis
en callos de Laminariales. Nuestra
experiencia al respecto es que esta
sustancia no tiene efecto aparente en
la organogénesis de callos de algas
10jas,

Bl astado fisico del medio de culiivo
patece set un sistema més eficaz para
controlar 2 voluntad un crecimiento
desorganizado o inducir organogéne-
sis, Segfin los resultados de la escucla
californiana, la formacién de callo
tiene lugar en medio sdiido y la rege-
neracién se induce sin problemas,
simplemente subcultivando callos o
agregados celulates en medio liqui-
do. Al igual que en el cultivo celular
de plantas superiores, ¢l potencial

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

Lo cierto es que actualmente la regene-
racion del cultivo celular consticuye el prin-
cipal problema en la expansion de estas tée-
nicas; prueba de ello es que de las 30 espe-
cies en que se ha obtenido el establecimien-
to def cuftivo cefular, menos de fa mitad se
han conseguido tegenerar. Pero lo que es
igualmente cicrto es que este contratiempo
no ha desalentado la continua apaticién de
nuevos grupos de ttabajo en ef campo de la
hiotecnologfa aplicada a los macrofitos ma-
tinos.

Los pogtamas de seleccién aplicando es-
tas técnicas, iniciados en el Shangdong Co-
llege of Qceanography en China y en la
Universidad de California, comprenden la
selecci6n de cuatro caracteristicas:

— Seleccidn de estirpes de alto creci-
miento,

— Seleccién de estitpes resistentes a an-
tibi6ticos y fungicidas,

— Seleccitn de estirpes resistentes a ele-
yadas temperaturas.

— Seleccin de estigpes fesistentes a to-
inas bacterianas.

El comiin denominador de estas caracte-
fisticas es que estdn codificadas a nivel celu-
lar, y no precisan de marcadores morfoltgi-
cos paca scleccionar. Bl indicativo de su re-
sistencia ¢s que contintian creciendo o lo ha-
cen 2 mayor velocidad que otros agregados
celulates. Bs decir, son caracterfsticas qu¢ no
precisan de marcadores especiales para ser
detectadas.

Los resultados pricticos mis espectacula-
res hasta el momento los constituyen los tra-
bajos tealizados en China con Laminaria ja-
poniea, La seleccitn de clones resistentes 2
clevadas temperatutas Levados a cabo por
YAN ZUO-MEL (1984), le han permitido
regenerar plantas de callos resistentes que
no s6lo retenfan la sesistencia manifestada
en el callo, sino que ademds mostraban una
tasa de crecimiento supetior a la especic sal-
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vije. la obtenci6n de clones .r?sistcntcs a
clevadas temperaturas ha permitido el desa-
trollo de la maricultura de csta especie en el
Mar de China, zona muy rica en nutrientcs,
donde las especies salvajes no se podian cul-
tivar por las elevadas temperaturas que al-
canzaba el agua de mar,

Can este ejemplo prictico de la aplica-
ci6n del cultivo celular 2 la seleccién vamos
2 Introducir otro aspecto aplicado muy im-
portante de estas técnicas: Ja posibilin‘iad de
emplear el cultivo celular como us sistema
muy eficaz de propagacién. .

La base de esta aplicacidn es muy senci-
lla. Consiste simplemente en disgregar un
talo y provocar que cada célula o agregado
celular origine una planta completa, con lo
que se podrian obtener de golpe millones
de plantas idénticas a la planta disgregada
sin necesidad de pasar por todo ¢l ciclo bio-
Ibgico de la especie, Pot lo tanto, se podtian
ahorrar las costosas instalaciones en tierta y
la compleja manipulacidn de las fases alter-
aantes de las especies can teproduceida se-
xual que habfamos expuesto anteriormente,
y la produccién de material para la siembra
sc padria efectuar a partir de una Gnica
planta o grupo de plantas que presentara Jas
caracterfsticas mis deseadas, que estarian
exacramente teflejadas en su descendencia,
ya gue s¢ trata de un sistema vegetativo de
propagacién,

El tltimo avance en esta aplicacidn del
cultivo celular se publics el pasado afio en la
revista «Genetic Engineering News» (1987)
con un trabajo realizado por ¢l Dr. KA~
PRAUN con Ia especic Udparia oxésperma,
en la que obtiene la produccién de plants
cosechable seis semanas después del aisla.
miiento de células y su fijacién en cuerdas,

Con el nivel actual de conocimiento en
el campo de la biotecnologia vegetal, las
aplicaciones que hemos mencionado —en
cuaneo a las posibles caracteristicas 2 selec
cionar y su aplicacién a la propagacidn
somitica — son las que presentan una ex-
Dbectativa de aplicaciSn cometcial mds peéxi-
ma. No obstante, el desacrallo del cultivo

celular y otras biotecnologtas han permitido
abordar otros estudios que, aunque en un
plazo mis largo, tendrin un gran impacto
en la maricultira vegetal. De entre estos
campos a medio-largo plazo citaremos dos:

—la produccitn direcra de conspues-
o5 orgdmicos de interés industrial en
biorreactores y

— la aplicacién de anticuerpor mono-
clonales a ficocoloides para la identi.
ficacion y seleceidn de estirpes celula
tes de agarofiras,

Paradéjicamente, la produccién de me-
tabolicos secundatios de algas eucariotas a
pattit del cultivo celuler desorganizado en
biorteactores estd citada desde 1974, cuan-
do al patecer ni tan siquiera se habia plan-
teado en ¢l mundo la posibilidad de aplicar
el cultivo celular a las algas, Y si ello consti-
tuye una paradoja, lo que resulta sorpren-
dente es la base misma de esta referencia,
qQue no ¢5 ni més ni menos que Uaw patente
japoncsa para la producci6n de agar a partir
de callos de Gelidinm cultivados sa un bio-
rreactot estdtico. Y sila paradoja es sorpren-
dente, los datos aportados en esta pateate
han sido calificados de exageraciones comer-
ciales por la comunidad cientifica, ya quela
produccitn de agar en biotreactor era tres o
cuatro yeees superior al equivalente de bio-
masa en cultivo en ranque, No se conoce
tingung empresa que disponga de esta rec-
nologfa y, en gencral, ¢sta patente se ha re-
lacionado con Ja posibilidad de pasentar
ideas en ef campo de la biotecnologfa ¥ con
el Interés en destacar ¢l potencial de fa téc.
nica, més que con ¢! desacrollo read del siste-
ma,

No abstaate, un reciente estudio mi-
croscdpico del callo de algas rojas nos ha
permitido descubrir dos aspectos que hacen
suponer que el cultivo en biorreactor puede
dar un rendimiento de ficocoloides muy su-
periar al de la planta ocganizada,

Estas dos observaciones son:

— De una parte, el cansiderable grosor
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de Jas paredes celulares del callo, lo que
unido al pequedio tamafio de las células po-
dfia aumentar un orden de magnitud el
contenido en ficocoloides en relacién 2 una
planta completa.

— En segundo lugar, el descubrimiento
de una despropotcionada concentracién de
amiloplastos en las células del callo, Este
predominio del metabolismo de los hidra-
tos de carbono bien podria ser el responsa-
ble de una sobreproduccién de polisacatidos
estructurales.

La posibilidad de aplicar fas técnicas del
cultivo celular a la selecci6n de estitpes con
un mayor contenido cuantitativo y cualirati-
vo de ficocoloides depende de un requisito:
la obtencifn de nn matcador; un marcador
morfolégico, fisiolégico o bioguimico, pero
que nos permita identificar en una pobla-
cibn de billones de células, aquellas que
manifiestan las caracteristicas descadas, Bste
aspecto de la aplicacién del cultivo celular a
la seleccién genética tiene un gran interds
ccondmico, ya que los ficocoloides de alta
calidad constituyen el producto de mayor
inters actual extraido de los macrofitos.

Si no se dispone de marcadores, ¢l pro-
cedimiento es generar variabilidad en el cul -
tivo desorganizado, regencrar planta y ana-
lizar la edescendencias una' por una inten-
tando obtener un variante somaclonal, es
decir un proceso tedioso y sin ninguna ga-
rantia de Exito,

El segundo ejemplo que habfamos men-
clonado como biotecnologfas que tendrin
impacto en ¢l campo de la biotecnologia y
maricultura vegetal es el de los anticuerpos
monoclonales a ficocoloides. La importancia
del desarrollo y perfeccionamiento en la
produccidn de anticuerpos monoclonales a
ficocaloides radica en que ¢s la «miniherra-
mientas que precisa la «gran hegramientas
del cultivo celular para abordar un progra-
ma de seleccibn cuanti y cualitativa de fico-
coloides,

Los primetos trabajos de obtencién de
anticuerpos monoaclonales a ficocoloides s

realizaron en Canadi ¢ mediados de los 70
pot el grupo de la Dra, McCANDLESS, Po.
€0 2 poco s¢ fue aumentando la especifici-
dad de estos marcadores moleculares, desa.
rrollindose anticuerpos especificos a iota,
Ian}bda ¥ kappa catrageno y, tras la incorpo-
racifn del equipo californiano de Ia Dra,
VREELAND 1 principios de los 80, se desa.
rrollaton las téenicas de hibridacién de poli-
sacridos con matcadores fluorescentes,

A mediados de los 80 ya se disponia de
Ia «miniherramienta» que permitia identifi-
car a nivel celular la longitud ¥y composicién
de carragenatos y agat, ya que este fltimo
tzmbién mostraba una respuesta inmuno.
génica, Los resultados presentados en 1987
en el Congteso «Recent Progress in Alpal
Biotechnalogys (Lille, Francia), han sido es-
pectaculares en cuanto a fa variabilidad eq
contenido y compasicién que presentan las
células de especies carragenofitas sometidas
a tratamientos mutigenos. Pot ¢l momento
no se han regenerado plaatas de los clones
selectos, peto lo que s importante tenet
presente ¢s el impresionante avance que su-
ponen estas téenicas si las comparamos con
los métodos de hibrizacidn sexual iniciadas
en China, La aplicaci6n conjunta de{ cultivo
celular y los anticuerpos monoclonales per-
mite, ademés de las ventajas que ya mencio-
namos del cultivo celular, seleccionar casi a
nivel genético, porque lo que st ha quedado
clato tas los trabajos de McCANDLESS y
VREELAND es que la cantidad de unidades
esttucturales y su grado de sulfaracion, cs
decir la cantidad y calidad de los ficocoloi-
des, estd sujeta a una codificaci6n genética,
Bl desattollo de estas técnicas nos ha llevado
pucs a Jas puertas de la manipulacitn gené-
tica, es decir al mAximo grado posible de
control.., pero s6lo 4 las puertas,

Porque para hablar estrctamente de
manipulaci6n genética hay que llegar 2 eso,
a manipulat, y no a identificar y scleccionar
vatiabilidad que no sabemos de dénde ni
¢6mo ha surgido... por muy ftil que nos
pueda resultar esta variabilidad,
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B.— Esto nos lleva al punto final del
desarroflo de fa biotecnologfa aplicado 2 la
seleccin de macrofitos, Jos prosesos de in-
gemteria gendtica. Los requisitos para el de-
sarrollo de la ingenieria genética en estos or-
ganismos pasan por:

— la obtenci6n de protoplastos

— la obtenci6n de métados eficaces de

hibridacién som4tica y produccidn
de heterocationes

— la identificacién de pldsmidos

— la ohtencién de vectores

— v finalmente por la identificacitn,

aislamiento y clopado de genes en
pldsmidos.

Las metodologfas para manipular fa in-
fotmaci6n genética en macrofitos las pode-
mos clasificar en dos:

a,— por hibridecion somsitica y
b.— por trensformaciin genédtica.

#,— La aplicacién de la Aibridacion so-
mdtica es la metodologfa més sencilla, pero
la menos fisble de las dos. Esta técnica se
basa en la obtencién de protoplastos y su fu-
5i6n con protoplastos de ottas especies o gé-
neros, dando ngar 2 una célula que presen-
ta ¢l genoma de ambos. En teotfa esta me-
todologia permite rompet cualquicr bacrera
genética y generat una «especies nueva, que
expresard las caracteristicas codificadas en
ambos genomas, Como es ficilmente ima-
ginable, la potencia de esta técnica es muy
supetior a la simple hibridacién sexual de
los sisternas convencionales de mejora. La
potencialidad de esta técnica ha hecho que
cientificos de gran prestigio dentro del cara-
po de productos bioactivos de mactofitos
como W, FENICAL (1983), hayan sugerido
la posibilidad de «ingeniars plantas terres-
tres que produzcan ficocoloides o antibidti-
cos caracteristicos de la flora marina,

La gran expectacién que causé la posibi-
lidad de hibridacitn somética en el mundo
de los ficélogos, estuvo en parte condiciona-
da por la similar expectacién, pero con mu-

cha mayor base cientifica y metadolégica,
que se habia 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 lz hibridacién
somdtica en plantas vasculares, se descubra
que esta posibilidad aplicada a macrofitos
presenta rnuchos mis problemas de los es-
perados.

El primer requisito para realizar Ja hibri.
dacién somdtica es obtener protoplastos, y
aqui aparece el primer problema, potque la
aplicacién de Ja metodologta y sobre todo,
de los sistemas enzimAticos que se han desa-
rrollado para plaaeas vasculares, no funcio-
nan en algas rojus y pardas, que son las de
moayor interés. Las paredes celulares de estas
algas son diferentes y mucho mis complejas
que las plantas vasculares, y no digicren las
mezclas de celulasas, pectoliasas y hemice-
lulasas que funcionan perfectamente con
plantas vasculares. Para la digestién de las
paredes celulates de macrofitos matintos se
han empleado dos sisternas:

El primeto cs la ueilizacion de auténticos
coeteles enzimdticos en los que se aflade una,
muestra de la mayoria de los enzimas exis-
tentes en ef mercado que actlan sobre p2-
red celular, De esta forma ha surgido un
considerable admero de formulaciones en-
zimdticas., Este recctario de formulaciones
enzimdticas plantea dos problemas:

— El primero es que fa idoncidad de
una formulacibn estd restringida a una es-
pecie determinada, no sirve para todas las
especies, incluidas las de un mismo género,
Es mis, su efectividad puede estar restringi-
da a una fase detetminada del ciclo celutar;
¢s decir, el que diglera las células gametofi-
ticas no significa que digiera las células del
esporofito,

— El segundo problema es ¢l que plan-
tea Ja toxicidad de estos cocteles enzimdti-
cos en lo que se refiere a la viabilidad del
protoplasto para regenerar pared celular y
posteriotmente dividitse y dar lugar a una
planta completa, Protoplastos si s¢ han ob-
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tenido con estos cocteles, pero la obtencitn
de plantas sélo se ha descrito en muy pocas
especies. En las demis especies o no se ha
conseguido la regeneracion de pared, o co-
mo miximo un par de divisiones mitdticas,

El segundo sistema empleado para la
obtenci6n de protoplastos consiste en la ex-
traccibn de los sistemas enziméticos de fics-
fagos. La utilizacién de extractos crudos, o
ligeramente purificados, del sistema diges-
tivo de Aplysia, Diadema o Litiorina han
permitido la regeneracién de callo y en al-
gunos casos la regeneracién de plantas 2
pattir de Estos, Este sistema ha demostrado
ser mucho mis eficaz en cuanto a la repeti-
bilidad, ausencia de toxicidad, nimero de
especies a las que se puede digetir la pared
¥, sobre todo, cantidad de protoplastos ob-
tenidos.

Realmente el sestado del arte de la inge-
nietia genética en mactofitos» no ha pasade
de este punto. A lo largo de 1986 y 1987 se
han publicado divetsos trabajos y ha habido
varios congresos en los que se han descrito
técnicas rutinaties para el aislamiento de
protoplastos, Bl primer paso se puede consi-
derar dado. Los siguietites estdn en su ma-
yoria por dar, pero es muy probable que se
efectiien en la presente década.,

Lo que vamos 2 exponer a continuacién
son log trabajos que s¢ estén realizando ac-
tualmente en diversos laboratotios del mun-
do en cuanto a las posibilidades que cl desa-
rrollo de sistemnas eficaces de obtencin de
protoplastos han abierto en ¢l campo de la
ingenierfa genética aplicada 2 mactofitos,

Los trabajos de hibridaci6n somdtica se
estdn llevando & cabo en {a Universidad de
California bajo la Direccién 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 el momento s6lo hacen referencia a la
facilidad con que los protoplastos se fusio-
nan espontdneamente, por lo que en princi-
pio no parece que este aspecto vaya a pre-
sentar graves problemas. Donde es muy

probable que surjan es en la formacitn de
suténticos  heterocariones, ¢s decir, que
realmente se fusionen los nicleos, y sobre
tado, en que los genomas de distintas espe-
cies puedan coexistit en el hibrido. Este 6l-
timo aspecto es el que ha producido el
abandono, o al menos ralentizacion en los
programas de hibridacidn somitica en vege-
tales superiores,

Los mds optimistas en cuanto al poten-
cial de la hibridacién somdtica en macrofi-
tos suelen citar el trabajo de MATAGNE y
¢/ que, en 1979, describieron 1 obtencién
de un auténtico heterocarion cstable al fu-
sionar protoplastos de  Chlamydomonas
rainhardi. Lo que no suclen mencionar es
que sc empled un mutante que carece de
pared celular, También los trabajos de
OHIWA en Japén con hibridaciones inte-
respectficas ¢ intergenéricas con otras espe-
cies de algas unicelulares o filamencosas
(Zygnema, Mougeotis, Spirogyra), que dic-
ron lugar tépidamente a procesos de incom-
patibilidad somdtica y auclear, Los mismos
procesos de incornpatibilidad que en un tra-
bajo precoz y muy olvidado, publics L.
YOWKE en 1979 al fusionar protoplastos de
Chlemydomonas y Dausus carots. Clerta-
mente la bibliografia es muy escasa, peto si
s¢ extrapolan los resultados obtenidos ¢n la
hibridacién somitiea de plantss vasculares,
algas unicelulares o filamentasas y algas y
plantas vasculares, la profecia de FENICAL
de fabricar plantas terrestres que produzcan
compuestos bioactivos caracterfticos de ma-
crofitos, parece que tardard algin dempo
en hacerse realidad,

b,— La otra gran via que ha abierto 1a
obtencién de protoplastos es a de la inge-
nietia genética propiamente dicha, es decir,
la sransformacion genética,

Démonos cuenta de enintos pretrequisi-
tos para aplicar esta teenologfa se han supe-
tado ¢n apenas sicte afios:

— Se han obtenido cultivos axénicos;
no hay pues 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 pueden cultivar en medio s6lido,
con lo que posibilitan la identifica-
cién y aislamiento de mutantes.

— Se ha deserito la existencia de plés-
midos en macrofitos de interés co-
mercial,

— Se pueden obtener protoplastas, con
lo que la especificidad de los proce-
sos de transformacién (o conjuga-
cion) se ve reducida 4 un minimo, y
potenciadas las eficacias de transfor-
macién. Bs decir, podrian setvir los
mismos vectores o plismidos que se
emplean en plantas vasculares.

Bl cuello de botella radica en la obten.
cién de vectores narurales en macrofitos.

Aunque es un hecho poco conocido, 2
eistencia de bactetias marinas gencradoras
de tumores en mactofitos estd descrita desde
el siglo pasado. Desde los trabajos de
BROWN en 1983, diversos autores han des-
crito 2 las bacterias como las causantes de los
tumotes, agallas o callos (se ban ernpleado
indistintamente estos tres términos) que
aparecen en poblaciones natueales de ma-
crofitos. Un trabajo reciente de TSEKOS
(1983) mostraba la morfologfa de estas bac-
tetias en tumores de Gracdlaria, El estudio
de la microscopta electrénica de los eallos
inducldos en nuestro Depattamento ha
puesto de manifiesto la presencia de bacte-
tias similares a las descritas por TSEKOS y
otras autores en turmores de poblaciones na-
turales. De la identificacién y aislamiento
de estas bacterias puede que venga ese vec-
tot, esa «llave macstrar que nos permita in-
troducitnos en cl cédigo genético de los ma-
crofitos.

Otto cuello de botella, mucho més difi-
cil de resolver, es la identificacién, aisla-
miento y clonacién de genes que confietan
una mejora cuantitativa o cualitativa a la es-
pecie en patticular, Cifiéndonos al caso es-

pecifico de ficocoloides, I pregunta seria,
qué genes codifican una mayor produccién
de agarosa, de k-carrageno?, ¢qué genes co-
difican un menor grado de sulfasacién en
estas moléculas? y la segunda pregunta se-
ria, ;dénde estin localizados? En macrofitos
se descanace la respuesea a estas preguatas.
No obstante, unos trabajos tecientes de DE-
RETIC y cof (1987) en Pseudomonas aerugi-
nosa, una bacteria productora de alginatos
iguales a los producidos por Fucus gardners,
ha permitido identificar los genes involucta-
dos en su sintesis y ha abierto la posibilidad
de comenzar a identificar los genes relacio-
nados con [a sintesis de alginatos en macro-
fitos.

Aungue la alternativa de la transforma-
cifin genética en macrofitos parece muy leja-
na, hay que tener presente que el pendlti-
mo ntimero de la revista «High Technologys
dedica un articulo a2 la biotecnologfa en al-
gas marinas en ¢l que se citan diversas em-
presas de ingenierfa genética que estdn in-
vestigando el desarrollo de estos procesos en
especies de algas marinas de interés indus-
etial,

Para finalizar haremos un resumen
historiado-especulative de lo expuesto. He-
mos visto cémo a partir del estancamiento
de la recoleccibn como método de obren-
cién de biomass, el hombre ha ido desatto-
llando la maticultura vegetal en sucesivos
cscalones hacia un objetivo muy concreto:
miéximo control.

El primet escaldn fue ¢l cultivo en gran-
jas, ptimer paso de cazador a agricultor. Vi-
mos las razones que le impulsaton a subir
un escalén mis y desarrollar los sistemas de
cultive indoor. En ¢l sistemna indoor el eulti-
vo es muy fAcil, incluso se puede automati-
zat, pero descubte que la cantidad de ener-
gia gue consumen &stos sistemas de cultivo
en tierra en relaci6n a la cantidad de dinero
que recibe por su producto no es suficiente,
y que si cultiva especies de reproduccién se-
xual fa explotaci6n es ruinosa, Sabe que fa
demanda y ¢l precio de las algas van en
aumento, que esas plantas son las Gnicas
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que pueden producir el producto que nece.
sita (no existen sistemas industriales o bio-
tecnoldgicos alternativos), y que la solucign
¢s hacetlas mis productivas, Pasa entonces 2
aplicar los métodos convencionales de selec
cifin; trara de hibtidar especies, traca de cul.
tivar los mutantes que han aparecido en el
cultivo, pera descubre que esas herramien-
tas selectivas no le van a garantizar el mate-
tial vegetal que necesita, Aprende que el
tinico &xito descrito por esz via es puntual y
muy limitado # unas caracteristicas que no
son exdctamente las que anda buscando.

Decide subir un escalén mis y llegar al
control de I célula, la miquina que produ.
ce los compuestos gue necesita. Entonces,
mientras intenta controlar el comporta-
miento de la clula, descubre un gran aba-
nico de posibilidades. No s6lo es posible se-
leccionar células resistentes a diversos estrés
ambientales, que crezcan muy ripido, resis-
tenites a toxinas, ete., sino que puede iden-
tificar y seleccionar células que sintetizen
una mayor cantidad del producto que le in-
teresa, o una mayor calidad, o incluso nue-
vos productos. Puede también cruzar espe-
cies que divergieron en la evolucitn hace
millones de affos, y puede montar un siste-
ma de produccidn de «semillas que produz-
ca millones de plantas idénticas 2 un fenoti-
po determinado, en un espacio de cultivo
muy reducido, Ha superado la esclavitud de
la reproduccién sexual y las barreras genéti-
cas,

Al mismo tiempo se da cuenta de que el
cultivo celular abre la posibilidad de salear
al sigulente escalén y controlar el mecanis-
mo que teguia la maquinaria celular, En es-
te momento estd Intentando encontrar el
vector que le permita manipular el ADN,
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Este camino probablemente le llevars bas-
tante tiempo, pero mientras tanto dispone
de la herramienta del cultivo celular, queya
fe estd permitiendo producir las plantas que
necesita,

Ademis, el cultivo celulat [e ha casefia-
d’o Otta cosa: que puede hacer cambiar dris.
ticamente la maricultura vegeral, y €s que
realmente no necesita la planta, Cultivando
las cfulas ha descubierto que obtiene ma-
yor cantidad del producto que Je interesa 4
de una forma mucho més controlable y ¢6-
moda. 8i pudieta desatrollar un biotteactor
con agregados celulares que le produzean
mucho mis que la mejor de las plantas y eq-
cima no neeesite empleados, ai espacio, oi
mar, su decisién no es dificil de imaginar,
Probablemente I2 historia no acabari aqui,
Para cuando haya conscguido identificar las
rutas metabblicas que conducen al producto
que Ic interesa y los enzimas que las regu-
len, se dard cuenta de que no necesita a las
células, ni tan siquiera manipular 1 volun-
tad ¢l ADN; o Ginico que necesita es sujetar
los enzimas en un biorreactor de inmovili-
zacién, introducit ¢l sustrato adecuado por
un extrema y recoger el producto por el
otro, Al final llegars al Control Total,

Como hemos visto, las rutas biosintéti-
cas de ficocoloides y los enrimas que las
contralan se estdn empeazando a conocer §
en ¢l mercado ya existen varios modelos de
biotreactores normales y de inmovilizacién
desarrollados para Ja produccién y biotrans-
formacién de metabolitos sccundarios de
plantas vasculares, El tiempo que se tarde
en empleaclos y el tipo de biotreactores que
se empleen dependerdn de la velocidad 2 Ia
que se vaya resolviendo el actual <estado del
arter del cultivo celular, y en vez de «artes s
convierta en ciencia,
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