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INTRODUCCION

Las nuevas té&cnicas de manipulacidn celular y molecular co-
nocidas como Biotecnologia, se han convertido en un instru-
mento cientifico poderoso para estudios bisicos y aplicados

en biologia vegetal.

En los filtimos 10 afios estas t&cnicas han encontrado una am-
plia aplicacidn, a nivel comercial, en la micropropagacidn
de plantas principalmente horticolas y frutales, y en laeli-
minacidn o limpieza de patdgenos especialmente vasculares.
El inter&s en Biotecnologia y los potenciales de aplicacibn
prlctica en mejoramiento de plantas son universales. Se cal-
cula que el mercado mundial de productos biotecnolbgicos pa-
sard de los 47 millones de ddlares en 1980 a 65.000 millo-
nes de ddlares en el afio 2.000. Por estas razones la Or-
ganizacién Internacional de Investigacidn Celular de la
UNESCO (ICRO) ha designado la transferencia y educacidn

en esta drea como una de sus grandes prioridades.

Con el aumento de la poblacidn mundial, la continua p&rdi-
da del 4rea agricola cultivable causada por mfiltiples as-
pectos como: la urbanizacidn de suelos aptos, la inseguri-
dad rural y la falta de politica de estimulo a la inversidn
en el campo, se estdn haciendo indispensables nuevas tecno-
logias que sean una alternativa coherente, oportuna y eco-
ndmica para solucionar estas limitaciones. Dentro de este
proceso, el campo de la Biotecnologia presenta una indudable

ventaja comparativa para aplicarla no solo en paises desarro-
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llados, sino en paises en via de desarrollo como Colombia.

Especificamente en el sector agropecuario del pais es impe-
rioso el disefic de una estrategia econdmica en la cual se
presenten tasas de crecimiento alcanzadas en la década del
70 para gue el sector agropecuario retome su dinamismo. Den~
tro de esta logistica de desarrollo, el impulso de la agro-
industria y de la produccidn agropecuaria, con &nfasis en

la exportacidn, aparecen como los pilares mis sobresalientes.

Dentro de este contexto la Biotecnologia, &rea del conoci-
miento con el mds activo y prometedor crecimiento, aparece
como eje fundamental e insustituible en cualguier modelo

de desarrollo agropecuario en donde se busque una maximiza-
cién de la productividad, con una reduccibn apreciable de

los costos y del riesgo del empresario agropecuario.

Para estar en concordancia con la terminologia cientifica
mundial, definiremos Biotecnologia como la aplicacidn de
los principios cientificos de la biologia celular y molecu-
lar, y de las té&cnicas de ADN recombinantes, manipulaci®n
genética de microorganismos e insectos ben&ficos y perjudi-
ciales y transferencia de genes, para la elaboracidn de ma-
teriales vegetales mejorados y agentes bioldgicos que se

ajusten a las necesidades del pais.

Independiente de la definicidn gque se elija, la Biotecnolo-
gia, actualmente, implica el trabajo integrado interdisci-
plinario de &reas como la biologia, guimica, bioquimica,

genética, citogendtica y microbioclogia.

A pesar de que el t&rmino Biotecnologia, desde el punto de

vista etimoldgico {estudio de las té&cnicas de manejo de los



seres vivientes), puede llegar a cubrir gran parte, si no
la totalidad de la investigacidn aplicada al sector agrope-
cuario, se puede afirmar gue se fundamenta en dos grandes
Sreas de la ciencia bioldgica: la biologia celular y la mo-
lecular. El conocimiento bioldgico molecular recientemen-
te ha logrado avances que permiten purificar, caracterizar
y sintetizar porciones del ADN 1lo cual hace posible la mo-
dificacidén genética dirigida a plantas. Este proceso se

conoce como Ingenieria Gen&tica. { Figuras 1,2,3).

El impacto de la Biotecnologia, especificamente en el cul-
tivo de tejidos aplicado a resolver problemas en la agricul-
tura colombiana, es muy importante teniendo en cuenta gque

el porcentaje mds alto del producto nacional bruto del pails

es aportado por el sector agropecuario.

El pais debe hacer uso de la Biotecnologia, racionalizando
su estructura fisica y té&cnica para dar oportuna respuesta
a los problemas limitantes de la produccidn agropecuaria ,
tomando y adaptando las t&cnicas generadas en los paises
desarrollados. E1 ICA debe estar preparado para entrar ¥y
no quedar relegado en esta era tecnoldgica; quizés, en es-
tos momentos, todavia estamos en posibilidad de enfatizar
nuestra investigacidn fundamental con aplicaciones a corto
y mediano plazo y no continuar en investigaciones netamen-
te adaptativas en las cuales el enfoque principal es encon-
trar cuales pfoductos generados en paises desarrollados tie-

nen ventajas comparativas para poder ser usados localmente.

Este documento tiene por objeto presentar una propuesta de
unificacién de las actividades en el campo de la Biotecno-
logia agricola; para 8llo se planteard la justificacidn de
la propuesta, se formularén los objetivos generales y es-
pecificos y las estrategias para alcanzarlos en corto y me-

diano plazo.
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1. JUSTIFICACION

Una de las Areas de investigacidn mds importantes para el
futuro de las ciencias agricolas es la Biotecnologia. Algu-
nas t&cnicas de esta dindmica disciplina han venido apli-
c&ndose, desde hace mis de dos décadas, en muchos cultivos
comerciales de los paises desarrollados. De esta forma, me-
diante el cultivo de anteras y polen, se han producido 1i-
neas haploides y subsecuentemente variedades de arroz, ba-
tata y trigo en Rusia y China, principalmente. Tambi&n se

ha acelerado la produccidn de lineas de arroz resistentes
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a salinidad, y de papa resistentes a Phytophthora infestans.
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En la especies de forestales y frutales, principalmente, se
ha venido utilizando el cultivo de tejidos para micropropa-
gar cantidad de individuos con resultados miles de veces su-
periores a los obtenidos por las vias tradicionales, con el

consecuente ahorro de tiempo, espacio, dinero y esfuerzo.

Dentro de la interrelacifn cientifica la conservacidn e in-
tercambio de germoplasma in vitro, en espacios muy reducidos
y disminuyendo o evitando los riesgos de pérdidas por conta-
minacidn y por factores ambientales es una prictica que se-

ri de obligatorio cumplimiento en los proximos anos.

En el procesco de obtencidn de plantas sanas,por cultivo de
tejidos, a partir de material infectado especialmente de
freas meristemAticas, es factible erradicar la mayoria de

los patdgenos. Los de mayor justificacidn son los que



producen enfermedades vasculares, por la dificultad para
erradicarlos por otros sistemasg. Estos patbgenos son los
virus, viroides, mycoplasmas, rickettsias y algunos hongos

y bacterias.

Por los factores destacados previamente,y desde los puntos
de vista econdmico y cientifico, es altamente prioritario

que el ICA, acorde con estas nuevas tendencias cientificas
en el mundo, cree una dependencia que impulse, unifique a-

dapte y genere tecnologia en este campo.



2. ESTRATEGIAS DE TRABAJO
2,1 GENERALES

La estrategia y el enfoque de la investigacifn en Biotecno-
logia en el ICA deben ser considerados cCOmC un instrumento
de investigacidén y no como el objetivo de investigacidn en
si mismo. Esto es, los proyectos de investigacifén en Bio-

tecnologia deben responder a las necesidades de los progra-
mas de cultive y no adelantar investigaciones de tipo basi-
co per se. Como se anotd anteriormente, una amplia gama de
técnicas est&n disponibles para responder a los problemas

de fitomejoramiento, genética, fitopatologia, conservacidn

e intercambio de germoplasma in vitro.

Muchas veces se destaca como desventajoso el hecho de que
en el pais todos los adelantos e iniciativas cientificas
tienen la tendencia de llegarnos con bastante retraso, pero
en este caso particular es ventajoso. En los anos 60, cuan-
do se incrementd el "Boom" por la Biotecnologia, se pensd
que los fifomejoradores tradicionales estaban en visperas
de ser eliminados de los programas de mejoramiento, pues
todos 1los materiales mejorados se iban a crear en el labo-
ratorio y que esta nueva tecnologia iba a desplazar el sis~-
tema tradicional. Ahora existe el consenso mundial gque, pa-
ra obtener resultados eficaces este instrumento debe ser
ejecutado,en forma conjunta y armoniosa, entre el fitome-
jorador tradicional y el fitomejorador que utiliza estas

emergentes tecnologias celulares y moleculares.

?
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De esta forma es indispensable una cooperacidn muy estrecha
entre la Unidad de Biotecnologia y el programa de cultivo

respectivo, el cual debe suplir el material vegetal; la e-

valuacidn del material regenerado por m&todos 1in vitro ¥y

las pruebas de campo deben hacerse en forma conjunta.

Con el objeto de hacer un uso mas eficiente de los recursos
disponibles es necesario establecer un estricto orden de
prioridades, teniendo en cuenta las m&s urgentes e importan-
tes necesidades a resolver en aquellos cultivos o especies
en los cuales la Biotecnologia tenga ventajas comparativas

con los sistemas tradicionales de mejoramiento, genética,

patologia y propagacidn vegetal.

El fitomejoramiento estd basado, tradicionalmente, en la se-
leccidn entre individuos gen&ticamente diferentes. La varia-
cidn gendtica expresada entre plantas regeneradas de una
seleccidn a nivel celular, puede ser apropiada como una eta-
pa inicial dentro de un programa de mejoramiento en una es-
pecie determinada. Cuando se observan cambios fenotipicos

en plantas regeneradas in vitro, factores como el tipo de
heredabilidad, nlGmero de genes, el hecho de si el caracter
es controlado por el nliclec o por el citoplasma, determina
el grado de facilidad con que esta caracteristica puede ser
incorporada dentro del Programa de Mejoramiento. Aspectos
como rendimiento, son muy poco comprendidos desde el punto
de vista bioquimico, lo cual impide ciertamente la seleccidn
al nivel celular ; sin embargo, algunos aspectos como resis-
tencia a enfermedades, tolerancia a herbicidas y a ciertos
factores de estrds son suficientemente comprendidos a nivel
bioguimico como para permitir seleccidn al nivel celular.
Los caracteres condicionados por pocos o un solo gene son

mis faciles de ser distinguidos que aquellos condicionados
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por muchos genes y son ficilmente aislados como variantes
en cultivos celulares, por lo tanto seran prioridades para

iniciar investigacidén en las fases iniciales del proyecto.

2,2 ESPECIFICAS

Inicialmente se implementar&n trabajos en el &rea de culti-
vo celular de especies de reproduccidn asexual, preferente-
mente aquellas con escaso rango de variacidn genética y en

las cuales estas nuevas tecnologias presenten ventajas com-

parativas con las t&cnicas de mejoramiento tradicional:

Para el cultivo de palma africana se diseflarfn y ajustar@n

métodos de micropropagacidn masiva.

Para los cultivos de pl&tano y papa se ajustarin protocolos

de mantenimiento de germoplasma in vitro.

La aplicacidn del rango de variabilidad gen&tica en plétano
se intensificari con la biisqueda de variantes somaclonales
resistentes a la Sigatoka Negra; inicialmente se trabajard
en platano hartdn con mdtodos de regeneracidn indirecta in

vitro ( a través de callo ).

Asi mismo en soya se iniciar&n trabajos de ajuste de m&to-
dos de seleccifn in vitro para condiciones de estré&s en el

suelo (pH bajo y alto contenido de Al en el suelo).

Para las té&cnicas de regeneracidn de plantas,a través de ca-

llogenesis, se acelerar8 el mejoramiento intravarietal, bus-
cando variantes somaclonales en yuca, ajonjoli, leguminosas

forrajeras y algunos pastos de reproduccidn asexual,

En el campo de la microbiologia se enfatizarid el control



biol6gico de enfermedades de plantas que habitan el suelo,
la din&mica de la rizdsfera y micorrizas y la fijacidn de

nitrdgeno atmosférico.

Considerando que el cultivo de tejidos es un instrumento que
permite estudios fisiolSgicos de crecimiento y desarrcllo
a nivel celular, se proyectan investigaciones que permitan
la induccidn de tolerancia a temperaturas extremas, herbi-
cidas y salinidad en algoddn, sorgo, papa, cebada y horta-

lizas.

Para el caso de Entomologia se intensificarfn los estudios
de agentes entomoldgicos ben&ficos, especialmente de fero-
monas y productos naturales que afectan el comportamiento

de los insectos.

Una disciplina que trabajard en coordinacidn estrecha con
la Unidad de Biotecnologia es la Patologia Vegetal, princi-
palmente en la limpieza del material vegetal de patdgenos vas-

culares.

12



3. PROPUESTA

3.1 OBJETIVOS

Incrementar la eficiencia de los programas tradicionales de
fitomejoramiento, asi como las t&cnicas de propagacidn, lim-
pieza de patdgenos, estandarizacidén de medios de cultivo,
mantenimiento e intercambio de germoplasma in vitro, recu-
peracifn y aumento de material valioso ({clonaje), cultivo
de anteras y polen, rescate de embriones de cruces interes-
pecificos, regeneracidn in vitro via embriogenesis e hibri-

dacidn somética.

El enfoque logistico se enfatizard en Riotecnologia aplica-
da o de aplicacifn a muy corto plazo y no en investigacidn

b&sica.

Es claro que para ser un enlace entre la investigacidn ba-
sica generada por los paises desarrollados y la investiga-
cidén aplicada, realizada conjuntamente con los programas de
cultivo, la Unidad de Biotecnologia se mantendrd informada
sobre los adelantos en este campo a nivel mundial, y esco-
gerd los mis apropiados para ser aplicados en los progra-

mas del Instituto.
3.2 METODOLOGIA DE TRABAJO

Con el fin de aprovechar, eficientemente, los recursos
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financieros y humanos disponibles, es importante una pro-
yeccidn de tipo modular. Mddulo lo podemos definir como un
Egnjuntohudilimitado de prdgéctos de investigacidn a seguir
ennun tigmpo\ﬁeterminado y con un grupo identificado de re-

cursos fisicos, humanos y financieros;é&sto es, un conjunto

independiente pero de muy ficil ensamble, dentro de un pro-
yecto de ejecucidn de dos afios de duracidn cada uno. La pri-
mera fase se inicid en octubre de 1989, cuando se termind

de construir el laboratorio ubicado en Tibaitata.

Como es ldgico, no parece conveniente dispersar recursos en
estas primerarc fases proyectando laboratorios satélites
en diferentes Cencrus de Investigacidn del Instituto. En sus
primeras etapas es coherente el fortalecimiento de un nficleo
de investigacidn central, que ajuste m&todos in vitro ya
realizados en el pals con especies vegetales de reproduccidn
asexual y en los cuales, como se anotaba anteriormente, la
Biotecnologia ofrezca ventajas comparativas con los métodos
de mejoramiento tradicional. La idea en general es que , en
sus dos primeras fases de implementacidn, la Unidad de Bio-
tecnologia ofrezca un "producto" vendible, no solo a los
otros programas del Instituto, sino a los sectores relacio-
nados en el pais. Igualmente, al estandarizar procedimientos
y técnicas in vitro, se espera que el mddulo esté en capa-
cidad de replicar procedimientos y tecnologias generadas
en el pais por otras entidades de Biotecnologia (CIAT, Uni-
versidad de Caldas, Catdlica de Oriente y Nacional de Bo-
gotd), asi mismo estar en situacidn cientifica competi%iva
con la investigacidén de tipo aplicado, adelantado por las
Unidades de Biotecnologia de los Centros Internacionales

de Investigacidn Agropecuaria y Universidades de Norteamé-
rica y Europa que realicen investigacidn aplicada en el

pais.
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Como se anotd,previamente, el ajuste de tecnologia se haré
en aquellas especies que no exigen investigacidn bésica,
que no necesitan equipos sofisticados, que no dependen de
material importado exclusivamente y cuyos resultados pueden

esperarse a corto y mediano plazo.

Estas dos primeras fases se implementar&n a partir de la
puesta en marcha del mddulo inicial que operard en el labo-
ratorio central y el laboratorio sat&lite ubicade en el CNIA-
Palmira. A partir de la tercera fase, se comenzarin a im-
plementar otros laboratorios satélites, los cuales seran
operados con el personal de los programas de cultivo gque se
haya capacitado en esta &rea, no solo en el exterior sino
tambi&n en el laboratorio central. Lo anteriocr, indica, que
el laboratorio central no solo tendrd como objetivo generar
tecnologia, sino ademds, transferir té&cnicas y procedimien-
tos,adaptados en el mismo, a los programas de cultivo que

lo reguieran.

3.3, AREA DE ESTUDIO
3.3.1 NIVEL CELULAR Y ORGANISMICO

3.3.1.1 Micropropagacidn

3.3.1.2 Conservacifn de germoplasma in vitro.
3.3.1.3 Técnicas de seleccidn in vitro.
3.3.1.4 Androgénesis y microesporogénesis.
3.3.1.5 Organcogénesis directa.

3.3.1.86 Organogénesis a través de callo.
3.3.1.7 Variacién somaclonal

3.3.1.8 Estudios de propagacidn vegetativa.
3.3.1.9 Epidemiologia



3.3.1.10
3.3.1.11

3.3.1.12

3.3.1.13

3.3.1.14
3.3.1.15

3.3.2

3.3.2.1
3.3.2.2
3.3.2.3
3.3.2.4
3.3.2.5
3.3.2.6
3.3.2.7
3.3.2.8
3.3.2.9

3.3.3

3.3.3.1
3.3.3.2
3.3.3.3
3.3.3.4

16

Etiologia

Limpieza de patdgenos por termoterapia y cultivo
de meristemos.

Rescate de embriones de cruces interespecificos
(tiempo y condicidn 6ptima para el aislamiento
de embriones}.

Técnicas de incremento en la produccidn de callo
embriogénico.

Aislamiento de protoplastos.

Fusidén de protoplastos.

NIVEL MOLECULAR

Transferencia de genes

Aislamiento, caracterizacidn y clonaje de genes
Hibridacidén de &cidos nucleicos

Regulacidn de la expresidn genética

ADN recombinante

Manipulacidén de plésmidos

Marcadores gen&ticos

Trans formacidn

Plantas transgénicas

NIVEL CITOGENETICA Y GENETICA

Cariotipos
Mutaciones
Heredabilidad
Mapeo genético

NIVEL BIOQUIMICO

purificacidn, aislamiento de proteinas, enzimas
Yy ADN.
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3.3.4.2 Biosintesis y metabolitos secundarios.
3.3.4.3 Sintesis de ADN.

3.3.4.4 Caracterizacién genotipica.

3.4 PROYECTOS DE INVESTIGACION

Siguiendo los delineamientos expresados, previamente, en

cuanto a la seleccidn del material vegetal, tipo de cultivo

in vitro y ajuste de tecnologia generada por otras Unida-

des de Biotecnologia en el pais, se han esbozado los si-

guientes proyectos:

PROYECTO 1.

Subproyecto 1.

PROYECTO 2.

Subproyecto 2.1

Subproyecto 2.2

Subproyecto 2.3

Micropropagacidn y clonacidn de especies ve-
getales.

Establecimiento y ajuste de metodologias pa-
ra micropropagacién masiva in vitro (lulo,
mango, maracuyi, mora, guanabana, guayaba,
papaya y pina}.

Biotecnologia para el Mejoramiento de Espe-
cies Agricolas.

Establecimiento y ajuste de metodologias pa-
ra mantenimiento in vitro de bancos de ger-
moplasma (papa, platano).

Clonaje in vitro de materiales de pldtano,
con respuesta de tolerancia en campo de Si-
gatoka negra.

Establecimiento y ajuste de metodologias
para seleccifn in vitro contra condicio-
nes adversas de suelo pH bajo y alta con-
centracidn de Al (soya).

Subproyecto 2.4 Regeneracién de pl&ntulas a través del cul-

tivo de anteras y evaluacidn del nfimero de

R YT

regenerantes haploides (arroz, sorgo, frijol).

Subproyecto 2.5 Espectro de variacidn gen&tica en Somaclona-
les (RI) en pastos de reproduccidn apomicti-
ca y leguminosas forrajeras (Brachiaria sp.,
Stilosantes sp.).




Subproyecto

PROYECTO 3.

Subproyecto

Subproyecto

Subproyecto
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Caracterizacidn genotipica por isocenzi-
mas de la coleccidn de germoplasma en
cacao.

Técnicas avanzadas y moleculares de diag-
néstico de fitopatdgenos.

Eliminacidn de patdgenos vasculares a
partir de termoterapia y cultivo de meris-
temos (papa, ajo, batata, citricos, papa-
ya, guayabal.

Empleo de protoplastos de solanaceas para
el estudio de fisiologia del parasitismo
en vegetales (papa, tomate).

Obtencidn de antisueros moncclonales e
hibridacién de &cidos nucleicos para la

identificacidn de razas de virus (papa,

citricos}).

Nota: Los perfiles de cada uno de estos proyectos se en-
cuentran en el PLANIA de Biotecnologia Agricola.



19

3.4.2 PROYECTOS A IMPLEMENTAR EN LA FASE 3

Como la puesta en marcha de esta fase se realizard en el
quinto afio, se considera que estos proyectos se ajustardn
durante el dltimo ano de la fase dos del proyecto.

3.5 RECURSOS HUMANOS
3.5.1 MODULO INICIAL

Este mddulo realizari labores en el nivel celular hasta
identificacién de variantes somaclonales: en el nivel de
gend&tica y citogendtica, estudios de heredabilidad y mapeo
genético y en el nivel bioquimico caracterizacidn genoti-

pica por electroforesis.

- Nivel Celular

Ingeniero Agrdnomo Ph.D. Fitomejoramiento
Ingeniero Agrdnomo MS Cultivo de Tejidos
Ingeniero Agrbnomo o Bidlogo a nivel MS (fitopatdlogo)

Bidlogo

W o = B

Tecnblogos (laboratorio, invernadero)

- Nivel Quimico

1. Quimico MS. (electroforesis)

Tecnblogo

- Nivel Gen&tica y Citogené&tica

1 BiSlogo MS.

1 pPh.D.

4 MS.

2 PU.

4 Tecn8logos

Total MbSdule Inicial:
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3.5.2 MODULO SECUNDARIO

Este mddulo realizari labores en el nivel celular en la
identificacidn visual y t&cnica de maximizacidn de callo
embriogé&nico de algunas de las especies descritas en 3.4y
aislamiento y fusidn de protoplastos y toda el &rea del ni-

vel molecular, gendtico, citogenético y bioguimico.

- Nivel Celular

Ingenieros Agrdnomos Ph.D.
Bidlogo Ph.D.

Ingenieros Agrdnomos MS.

= W N

Tecnblogos Agricolas

- Nivel Bioquimico

2 Quimicos MS.

2 Tecnblogos

- Nivel Gen&tico y Citogenético

3 Biblogos MS.

1 Tecndlogo

Total M&dulo Secundario: 3 Ph.D.
8 MS.
7 Tecndlogos

3.6 RECURSOS FISICOS
3.6.1 MODULO INICIAIL PARA EJECUCION DE LAS FASES 1 y 2

El nficleo de recursos fisicos complementario del mddulo
inicial debe contar con un laboratorio general con suminis-
tro garantizado de agua, electricidad, gas y un sistema de
extraccidn de aire (vacio); disponibilidad de agua ultrapura

y refrigeracifn, una &rea estéril con 4 c8maras de flujo la-
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minar, camaras de crecimiento con luz y temperatura contro-
ladas con un volumen en conjunto no menor de 36 m3; autocla-
ves, microscopios, estereomicroscopios, pH metros, balanza
de precisibén con aproximacidn de tres decimales, eguipos de
electroforesis, &rea de almacenamiento con suficiente can-
tidad y diversidad de reactivos y quimicos y un invernade-

ro con una &drea no inferior a 350 m2.

3.6.2 MODULO SECUNDARIO PARA REALIZAR LA FASE 3.

El nficleo de recursos fisicos debe contar con el siguien-

te equipo adicional:

Agitadores reciprocantes.
Agitadores rotatorios con accesorios

Agitadores tubos de ensayo

2
4
3
1 Autoclave hortizontal a vapox
1 Autoclave industrial

2 Balanzas electrdnicas 165 grs.
2

Balanzas analiticas electrdnicas digital de 4 ai-
gitos decimales.

3 palanzas analiticas plato externo digitalde 4 di-
gitos decimales.

1 Bano refrigerante

1 Bafio maria

1 Cabina extractora de gases

i Ccimara de crecimiento

3 Camaras flujo laminar

3 Carros para laboratorio



N R O WN RN FE B NP U W R R R RE W N W R R

= W = N

22

Centrifuga

Centrifuga de mesa no refrigerada

Congelador hortizontal

Cromatdgrafo de liquidos

Cuarto frio 48 metros cfibicos

Dispensador automdtico 1-30 ml.

Densimetro computarizado, espectrofotfSmetro doble Haz
Destilador de Agua 10-12 wuna hora.

Equipo filtracidn

Equipos para deshidratar geles

Espectofotbmetro

Estereomicroscopio con pantalla incorporada de 12"
Estufa

Fitotrdn

Fitomicroscopio con cémara

Fuente de poder para electroforesis

Incubadoras

Limpara UV

Lavador automdtico de vidrieria

Lupas de mesa iluminaria

Miguina para hielo

Microcentrifuga de pisc refrigerado

Micropipetas (2-20 ml)

Micropipetas {(20-50 ml)

Micropipetas (50-100 ml)

Micr&tomo

Microscopio binocular de contraste

Microscopios esteroscopio con cdmara fotografica de
control automdtico

Microscopio invertido

Microscopio trilocular con c@mara fotogrédfica (Ester)
Molinos para tejido vegetal

Pistola aire caliente
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Platos calientes con agitador magnético (barras)
Potencidmetros (pH metro).
Proyector carrusel 64 diapositivas.

Unidad electroforé&sis &cido.

= = = NN

Unidad miiltiple para electroforésis vertical disco,
gradiente y bidimensional o unidades individuales
de cada uno de estos tipos.

2 Vortex

3.7 UBICACION FISICA

La sede para la Unidad de Biotecnologia mddulo inicial y se-
cundario se propone en los Centros Nacionales de Investiga-
cidn Agropecuaria de Tibaitati y Palmira, por reunir no so-
lo los requisitos té&cnicos, sino también por contar con la
ubicacidn de gran parte de los laboratorios que fortalecen

el intercambio cientifico y de labor interdisciplinaria.

Para las fases 1 y 2, se termind de adecuar un laboratorio
de 72 m2 de &rea. Indudablemente, para el mdédulo 3, que eje-
cutaria la fase tercera y posteriores del proyecto, es ne-
cesaria la construccidn de un laboratorio independiente que
podria ser la parte correspondiente al Programa de Biotec-
nologia Agricola, de los futuros edificios de laboratorios
de Disciplinas Agricolas, de los centros mencionados, con
algunas ampliaciones que permitan ejecutar proyectos inter-

disciplinarios.

3.8 INTERCAMBIO CIENTIFICO

Con seguridad, el factor mas importante, en todo el esgquema
de la propuesta, es el de mantener un intercambio cientifico
dindmico con los demis sectores cientificos internacionales

gue realizan investigacidn de tipo aplicado en &reas



24

que sean aplicables en Colombia. Este intercambio debe
mantenerse ininterrumpidamente y debe contar con un siste-
ma que facilite la presencia de representantes de la Unidad
en Congresos Cientificos Internacionales del irea de bio-
tecnologia. Asi mismo seria deseable aprovechar esta coyun-
tura para iniciar proyectos cooperativos con las Land
Grant Universities de los Estados Unidos cobijados en la
Ley XII expedida en 1975 por el Congresos de los EE.UU. Y
que permite desarrxrollar proyectos cooperativos, intercambio
y asesoramiento cientifico entre los paises en via de desa-

rrollo y las universidadesen esa nacidn.
3.9 CAPACITACION DEL PERSONAL CIENTIFICO

Ligado muy estrechamente a los aspectos enumerados en el
punto 3.8 estd el de un programa de capacitacibn de personal
que permita estar en permanente comunicacifn practica con el
desarrollo de la ciencia en este campo. El Programa de Ca-
pacitacidén de la Unidad estd sintetizado en la TABLA 1.



TABLA 1.

1989-1993
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Especializacidn a nivel de Ms y Ph.D. requerida por Disciplina y Nivel de Investigacidn para
Fortalecimlento de 1a Investigacifn en Blotecnologla en el Brea agricola.

‘ MODULO
NIVEL AREA ANO BASE MODULC INICIAL FASE:1 MODULO SECUNDARIOQ FASE:2 FINAL F.3|
0
DISCIPLINA us T ARO 1 ARO 2 Afl0 3 ARO 4 ARO S5
SUBAREA TEMATICA - |
MS. |Fh.D.| MS. |Ph.D.| MS. | Ph.DJ MS. | Ph.D.| MS.| Ph.D.
Celular 1 1 2 1 1 - 3 2 - 1 - =
Bloquimico - - 1 - - - 2 - - - - -
GENETICA o
¥ Genética y Citoge-~
nética. - - 1 - - - 3 - - - - -
MEJORAMIENTO
Molecular - - - - 2 - 1 - - 2 - -
SUELOS Microbiologia - 2 1 - 1 - 1 1 - - - 1
Control bloldgice
ENTOMOLOGIA entomopatdgenos = 3 1 = 1 - - - - 1 - 1
FITOPATOLOGIA Limpieza de virus - - 1 - 1 - - = - 1 = 1
TOTAL: 1 8 7 1 6 - 10 3 - 5 = 3




INSTITITO COLOMRINND AGROFECUNRIO “ICA"
SURGEREWCIN DE PLANENCIUN
FLAN OFERATIVU ANUAL DE INVERSIUN “FONL™

1. IDEMTIFICACICGH URGANICA:

Subiyerencia:z INVESTIGACION —
Divisibn: PROYECTOS ESPECIALES DE INVESTIGACION RICO0A
Seccibn: ~ ' BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

2. IDENTIFICACION DEL PROYEC1O: L

Titulo del proyectos  MICROPROPACACTON ¥ CLONACION DE _ESPECTES VECETA=
LES (I) e

)Lulo. mango , maracuyd , mora, guanabana. guayaba,papaya.
y pina.
Sede principal del proyecto: Key 5 —IUnidad operativa

Especie(vegeltal & animal

Palmira - Tibaitatéd

Fecha de Iniciacidn: Febrero/90 Techa Terminacibn: Diciembre/94

~__Cownvenio:

Cbdiyo del proyeclo presupuestal: - _—

- . . . N »
fireas de accibn prioritarias: acional

. .o« Todo el pai
Cobertura geoyrdfica potencial del impacto del proyectos Todo el pais

Heneficiarios del proyecto: Uswarios intermediarios

e —

Froductor comercial A Wﬁliuctur minifundista__ X

Comunidad cientifica X



3. PROMLEMA QUE INTENTA SOLUCIOHAR CUN EL FROYEC1O.

- Desuniformidad en los materiales de siembra, lo cual causa pobla-
ciones con alta variabilidad e irregularidad en la preduccién.

- Bajas tasas de multiplicacién de materiales seleccionados.

- Diseminacidn de enfermedades, sobre tododel tipo viral, por
propagaciones vegetativas tradicionsles.

- Elevados costos de produccidn, ligados a periodos prolongados
de tiempo en la propagacion de materiales seleccionados.

- Eliminacién de materiales introducidos. los cuales poseen buenas
caracteristicas agrondmicas, pero tiene problemas patolégicos no

presentes en nuestro pais.



4. UBJETIVuS.

4.1 General:
a F - ’,
- Establecer los protocolos para la aplicacion comercial de la téc- .
nica de micropropagacién, para materiales de lulo, mango y maracuya.

4.2 Especificos:
Obtencidén, desinfestaéién y establecimiento de explantes in vitro.

Enraizamiento de brotes.
Estandarizacién de medios nutritivos para las diferentes etapas del

proceso.
Adaptacién de plantas a invernpadero.

9. HETHS.

2.1 Meta Final del proyecto:

- En un periodo no superior a dos afios, se espera tener establecidos los
protocelos para la multiplicacién masiva de las especies que conforman
el proyecto, con el objeto de aumentar materiales seleccionados durante

_ . el proceso de fitomejoramiento.
5.2 Hetas peperadas para 1940

- Determinar el mejor explante para su establecimiento in vitro.

- Estandarizar medio nutritivo para crecimiento de los explantes.

3.3 Metas esperalas para 1991
- Estandarizar medios nutritivos para las diferentes etapas de desarrollo

de las plantulas in vitro.

- Adaptar pléantulas a invernadero.
- Entrega de metodologia a las personas y organismos interesados.



6. KELACION DE ACTIVIDALES DEL PROTELTO.

) . i ibn

. : d Cant. Unidad LOCﬂ]lIA?l
Titulo de la activida Medida Feg. WUnidad

Operat.

- Cultivo in vitro de explan-

tes por especie y adapta-

cidn de la técnica 3 semestres 1-3 Tibaitaté-Pslmira
- Multiplicacién acelerada

de los celtivos. . 4 semestres 1-5 TIbaitata-Palmira
- Adaptacién a condiciones

externas 3 semestres 1-5 Tibaitata-Palmira

{ e it g e+ L 2y

7. ENSTUS GERERNLES VARIAGELES Y DE IHVERSTUH FARA EL FIOCECTO,

Concepto del gasta.

Hateriales y suministros
Impresos y publicaciones
Hantenimiento

Vikticos y gastos de via)e

Iuversiones

1578 51991
9874 }]:,500
1044 1.000
4907 7.890
1565 2.229
- 25.600 o
17300 45.210

e




INSTITITQ COLOMBLANO AGROPECURARIO "1CA"
SURGEREMCIA DE PLANENCIGH
pFLAM OFERATIVO ANUAL DE IMVERSIDN "FOAT™

1.IDENTIFICACION ORGAHICAH:

INVESTIGACION

Subyerenciaz

Divisibn: PROYECTOS ESPECIALES DE INVESTIGACION AGRICOLA

Seccidne ﬂﬂTE CNDLGE[!'IL AGET CGM

2. IDENTIFICACION DEL FROYECTO: 2
221

BLOTECNOLOGIA PARA EL
AGRLCOLAS., -

MEJORAMIENTO DE ESPECIES

Titulp del proyecto:

PAPA, ARROZ, PLATANO, BANANO Y CACAOQ.

CN1-Tibaitatd
CNI-Palmira

Especie(vegetal & animal)

Sede principal del proyecto: Reg 5 Unidad operativa

Fecha de Iniciacidn: Enero 1990  rfFecha Terminacibn: Diciembre 1994

Convenio:

Colige del proyecto presupuestal:
F£L PROEYCTOD ES DE CUBRIMLENTO MACTONAL A

fireas de accibn prioritariass
REALIZAR EN LOS CENTROS NACI A :

REGION ANDINA,

Cobertura geogrifica potencial del impacto del proyecto:
YALLES INTERANDINOS, CARIBE, ORINOQUIA.

Beneficiarios del proyecto: Usuarios intermediarios: COMUNIDAD CIENTIFICA
QUIEN UTILIZA ESTE PRODUCTO PARA MAXIMIZAR EF[E{E_ W L LA

Productor comercial Productor minifundista X




PROBLEMA QUE INTENTA SOLUCIONAR CON EL PROYECTO

La necesidad de obtener cultivariedades o hibridos de los culti-
vos con mayor productividad, precocidad, resistencia a plagas y
enfermedades y mayor adaptabilidad a condiciones del ambiente
extremas, entre otras, por medio del mejoramiento genético, im-
pone la necesidad de introducir técnlcas de trabajo que incor-
poraciones nuevas en otros paises del mundo han tenido xito ¥y
han permitido acelerar este proceso de mejoramiento genético.

Para el mejoramiento genético de los vegetales de reproduccidn
sexual, la creacidn de plantas homozigotas demanda numerosas ge-
neraclones sucesivas de autofecundacidn.

Por medio del cultivo in vitro es posible producir individuos
haploides (con la mitdad del niimero cromosdmice) que por dupli-
cacidén con colchicina se obtienen los dihaploides, los cuales

son individuos homozigotos en una sola generacidn.

Las técnicas que permitan obtener este tipo de haploides en ma-
sa en la androgénesis, la ginogénesis y la induccifn in vivo .
La androgénesis de plantas haploides, a partir de granos de
polen de anteras cultivadas in vitro y 1la genogénesis del cul-
tivo de ovarios u &Gvalos. o

A partir de microsporas (granos de polen inmaduros), pueden ob-
tenerse muchos genotipos diferentes (cada microspora es dife-

rente gendticamente a la vecina), los cuales pueden usarse di-

rectamente en los experimentos de cruzamiento para la obtencidn
de nuevos hibrides.

Ademas, las microsboras o los cultivos de las cé&lulas pueden ser
utilizadas en los experimentos de seleccidn en virtud de su gran
variabilidad genética.

La principal funcifn de una coleccidn de materiales de determina-
da especie es mantener un banco de gemes disponible para el me-
jorador, el investigador de campo, el fisidlogo, el nutricionis-
ta, el propagador, y todos aquellos que deseen disponer de una
amplia variabilidad genética para lograr un médximo aprovechamien—
to de la especle, ademds de lograr una proteccidn de la posible
erosldn gendtica que se pueda presentar por diferentes motivos.

Actualmente, se mantienen, bajo condiciones de campo, muchas co-
lecclones de especies cuya propagacidn es principalmente vegeta-=
tiva o por semillas de corta vida en el almacenamlento como es
el caso de la papa, el plfano, la batata, el cacao, etc.

El mantenimiento de estos cultivos es costos, por la extensidn
que se requiere y los culdados que se deben tener para evitar la



desaparicidn de los genotipos mas susceptibles a los distintos
factores ambientales a que est@n sometidos.

En este campo, el cultive in vitro, bajo condlciones controla-
das ha permitido mantener grandes bancos, como son los de papa
(CIP-Perd) y yuca (CIAT-Colombia), bajo un ambiente seguroc y
con fdcil disponibilidad de cada uno de los genotipos.

Aqul se pretende proteger el banco de germoplasma de Solanum
phureja, mis conocida como “papa criolla", la cual es afectada
y a la vez conservada como fuente muy valiosa de genes para el
mejoramiento genético de la especie.

Igualmente, se pretende proteger batata, platnao y cacao, cuya
importancia nacional es concclda y cuya neceslidad de genes, so-
bretodo en cultivos que estdn siendo sometidos a intenso mejo-
ramiento como el caso del plitano, se requiere de mixima dispo-
nibilidad de variabilidad genética.

La introduccién de algunas especles de pastos entre los cuales
estd el Brachiaria spp. ha permitido el Incremento de la produc—
cifn de caxﬁi-en el pais. Cierto mejoramiento se ha logrado al
introducir algunas leguminosas como el Stylosanthes spp,
Centrosema spp. Y Pueraria spp., leguminosas que tienen buena
adaptabilidad a suelos dcidos y han permitido aumentar en un

807 la ganancia animal cuando se siembran asocladas con pastos.

Para lograr una optima asociacidn es necesario obtener genotipos
de ambas especies capaces de coexistir y competir entre gllas.

Desafortunadamente, las asociaicones pasto-leguminosas no per-=
sisten a través de los afios, y los investigadores deben conti-
nuar buscando asoclaciones especificas que persistan y requie-
ran minimo mantenimiento.

Para el mejoramiento gendtico de pastos, cuya reproduccldn es
asexual, es conveniente usar té&cnicas de cultivo de tejidos que
permitan, en forma efectiva mayor variabilidad gendtica y un
método eficiente de seleccldn riplda.

Es importante evaluar la variabilidad gen&tica existente en
Brachiaria spp. y los demds en pastos de los Llanos Orientales
y con base en estos resultados selecclonar la técnica m3s ade-
cuada para inducir las variaciones somaclonales.

Para el mejoramiento genético de las leguminosas ya se ha ini-
clado la evaluacidn de la variabilidad genética y su modo de
reproduccidn, aunque la mayorfa se considera de auto-poliniza-
ci6n, en algunas especies de stilosanthes se ha obtenido ferti-
lizacidn cruzada. En aquellas especies donde no se han identifi-
cado los marcadores gendticos es necesario usar técnicas
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4.1

4,2

electroforéticas para evaluar esta fertilizacidn.

El sumento en la adaptabilidad y las resistencia a enfermedades
e insectos se puede lograr a través de hibridacién Interespeci-

fica.

Se ha reportado,en nuestro laboratorio, y a nivel mundial, que
en el cultivo de tejidos, con fines de micropropagacidn, con-
gservacidén o mejoramlento genético, se observa un alto porcenta-
je de variantes gendticos y fenotiplcos en las poblaciones en
cuestidn. Esto en algunos casos es favorable, en otros no, por
lo cual es necesario determinar si estas variaclones genotipi-
cas o fenotipicas son producidas intencionalmente y son las
deseadas o producidas por subcultivos, condiclones nutricio-
nales y amblentales y/o tiempos de almacenamiento. Se  han
ensayado dos metodologias para la caracterizacidn: la isoenzi-
midtica por medlo de electroforesis y 1a morfoldgica, por medio
de descritporas con lo cual se logra una evaluacidn cuanti y
cualitativa de los genotipos.

En platano y banano, se ha venido trabajando en cultivo de te-
jidos durante los dltimos dos afios y se proyecta contlnuar con
fines de mejoramiento de cultivo, propagacidn y conservacion,
por lo cual es indispensable reconocer las variaciones gené-
ticas o fenotipicas existentes por medio de las técnicas men -
cionadas.

OBJETIVOS
General

Obtencidn de materiales haploides y dihaploides de cultivos,
usando la tdcnlca de cultivos de microsporas y anteras in vitro,
lograr la normalizacidn de todas las variables necesarias para
conservacifn 1in vitro de todo el material vegetal disponible
y su mantenimiento in vitro, por la mayor cantidad de tiempo.

Eviuar los diferentes genotipos existentes en las colecciones
mundiales de plitano, banano y cacao que el Instituto tiene, con
el objeto de evitar duplicaciones (disminuye costo de manteni-
miento), identificar materiales benéficos.

Especificos

Estandarizar la tdcnica de obtencidn de plantas haploides por el
cultivo de microsporas y anteras.

Determinar el estado de desarrollo de las anteras para cultivar

en condiclones mds Gptimas de cultivo (ambiente, medios nutritivos,

calidad explante, etc.).



5.1

5.2

Evaluar, citoldglcamente, el nivel de ploidea de los materlales
y evaluar, en campo, el comportamiento agronémico de las plan-
tas obtenidas.

Determinar el mejor tipo y tamafio de explante para su cultivo
in vitro.

Determinar y evaluar la respuesta in vitro de las diferentes es-
pecies vegetales en estudio.

Determinar el medio de cultivo y las condiciones de almacenamien-—
to mis adecuadas.

Evaluar el poder de regeneracidn y la estabilidad g?nética y fe-
notipica de los materiales.

Evaluar tipo de izoenzima que caracterice, individualmente, los
genotlpos existentes en los géneros Musa y Teobroma.

Evaluar la estabilidad gen&tica del material mantenido in vitro,
durante largo tiempo.

Identificar material duplicado en las condiciomes in vivo, que
tiene el Instituto en: pliatano, banano y cacao.

Normalizar sistemas de anilisis electroforéticos para otras es-
pecles.

METAS
Meta final del proyecto

Lograr, por medio de las técnicas de cultivo de tejldos, el me-
joramiento genético de especies: papa, arroz, platano, palma
africana, pastos y leguminosas forrajeras.

Disponer de técnicas de laboratorio para evaluar la estabilidad
genética de los materiales sometidos al cultive in vitro.

Disponer de técnicas electroforéticas ajustadas al medio que
permitan distinguir variaciones genéticas de varianza afectadas
por el ambiente.

Metas esperadas para 1990
Conservacidn in vitro de todas las varledades que en este mo-

mento estdn conservadas in vivo de las especies Solanum phureja,
pldtano, batata.




5.3

Produccidn e integracidén dentro de los programas de fitomejora-
miento, de material homozigoto de arroz.

Evaluacidn de la respuesta in vitro de todos los materiales
sembrados de Bracharia spp.

Ajustar técnicas y definir izpenzimas que caractericen, genoti-
picamente, el material de Musa y Teobroma dilsponible en el pals.

Metas esperadas para 1991

Mantenimiento in vitro de las 138 variedades de Solanum phureja
con una técnica normalizada, con los factores mas favorables
para su conservacidn in vitro (fotoperiodo, tipo de medio nutri-
tivo, minimizacifn de la frecuencia de subcultivos, temperatura
fptima entre otros).

Superar produccidn de plantas haploldes de arroz, por encima del
50%2 del material de anteras cultivado 1n vitro.

Identificacidn de las principales especies de Brachiaria que
responden a ser cultivadas 1im vitro.

Evaluar la estabilidad genefica de algunas de las varledades co-
merclales de pliatano {(2), mantenidas in vitro, durante cinco
subcultivos consecutivos, cuando son propagados con la yema prin-
cipal y multiplicados a partir de yemas laterales.



RELACION DE ACTIVIDADES DEL PROYECTO

6.
Titulo de la actividad Cant. Unidad Locallzaclon
Medida Reg, Unidad Opert.
- Estandarizacidén técnica de cul-
tivos de anteras y microsporas
in vitrg. 4 semestre 1,5 Tibaltati,Palm.
- Estandarizacidén técnica de re-
generacidn, duplicacidn cromo-
s6mlca, traspalnte. 3 semestre 1,5 Tibaitatd,Palm.
~ Seleccidn de materiales para
conservacidn. 2 semestre 1,5 Tibaitatd,Palm. &
&:
—~ Selecclidn condiciones de culti- <«
vo in vitro. 2 semestre 1,5 Tibaitatd,Palm. E;
- Estabilidad genética y fenotipi- é%
ca (evaluacidn). 3 semestre 1,5 Tibaitatd,Palm. {
i
- Determinacidn frecuencia subcul- 5;
tivos. 4 semestre 1,5 Tibaitatd,Palm. =
- FEvaluac.condiciones invest. y 55
campo. 4 semestre 1,5 Tibaitatd,Palm.
£
7. CASTOS GENERALES VARIABLES Y DE INVERSION PARA EL PROYECTO 5?

Miles de Peszos

Concepto del gasto

1990 1991
- Materiales y suministros 17.500 19,100
~ Impresos y Publicaclones 2,700 3.300
~ Mantenimiento 5.000 6.840
- Vidticos y gastos de viaje 4.600 3,380
- Inversiones 11.500 6.000

29.800 32.620

TOTAL GASTOS GENERALES




INSTITITO COLOHEBIANG AGROPECUARIO "ICA"
SUKGERENCIA DE PLANEACION
fLAN OFERATIVOD ANUARL DE INVERSIUN “FOAL"

1. IDEHTIFICACION ORGANICA:

INVESTIGACION

Subperencia:

PROYECTOS ESPECIALES DE INVESTIGACION AGRICOLA

Divisidn:

BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

Seccidn:

2. IDEHTIFICACION DEL FROYECTO: 3

Titulo del proyectu:_MTEQEJ;Q&@_Q‘_Y_A_N_Z_}_&_DAS Y MOLECULARES DE DIAG-
NOSTICO DE FITOPATOGENOS.

AJO, BATATA, CITRICOS, PAPAYA, GUAYABA.

PAPA,

Especie(vegetal & animal)
. ~TIBAITATA
Sede principal del proyecto: Rey 1 unidad nperat1va“9NI =

diciembre 1994

enero 1990 recha Terminacibn:

Fecha de Iniciacidn:

Convenio:

Cbdigo del proyecto presupuestal:
EL PROYECTO TIENE CUBRIMIENTO NACIONAL.

Areas de accibn prioritarias:

REGION ANDINA,

Cobertura peogrdfica potencial del impacto del proyecto:

YALLES INTERANDINOS, CARIBE, ORINOQUIA.

Eeneficiarios del proyecto: Usuarios intermediarios s

froductor comercial & Productor minifundista X

Comunidad clentifica: X



3. PROBLEMA QUE INTENTA SOLUCIONAR CON EL FROYECTO.

Uno de los problemas mds graves de la propagacion vegetativa de los
cultivos es la transmisidn de enfermedades, principalmente aquellas
vasculares. Este problema se perpetiia transmitiendose de generacidn

en generacidm.

El desarrcllc de nuevos sistemas de diagndstico de enfermedades gue
suministren un ripido y exacto diagndstico de enfermedades permitird
un apropiado y oportunoc control.

Este sistema de dlagnéstico facilita a los agricultores y asistentes
técnicos el hacer un aproplado juzgamiento sobre la severidad de la
infeccidn y monitorear dafios econdmicos con un alto grado de exactitud.
Las pruebas para detectar virus, usadas con frecuencia para 1la pro-
duccidn de semilla sana en aquellos cultivos de reproduccidn asexual
y que el proyecto enfatizarfa son: Pruebas seroldgicas que estdn ba-
sads en la reaccidn de precipitacidn que se produce entre el virus o
antigeno y el anticuerpo homdlogo.

Estas técnicas avanzadas de diagnéstico son:

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) o conjugado enzimdtico. Ha
demostrado ser m3s sensitiva que cualquier otra técnica seroldgica pa-
ra detectar la mayorfia de los virus incluyendo PLRV y PVA que se en-—
cuentran en concentracidén baja en las plantas infectadas. ELISA, se
utiliza para detectar virus tanto en pldntulas in vitro como de plan-

tas in vivo.

Latex sensibilizado con anticuerpos, llamada simplemente prueba de latex.

Se utiliza para detectar viru s a nivel de planta in vivo, mientras que
a nivel de pléntula invitro es diffcil su deteccidn por la baja con-
centracidn del virus en &stas. Igualmente es diffcil detectar virus

que Be epncuentran en concentracidn baja en las plantas como el PLRV.

Microscopia electrdnica: La imagen de las partfculas de virus, sélo

pueden observarse a través del microscopio electrdnico en una pantalla



flourescente. Este dispositivo tiene la capacidad de incrementar hasta
dos millones de vecee ei tamafio del virus. Hay algunos virus que no
ge observan en el microscopio electrdnico por la concentracidn baja
del mismo en la planta. En estos casos hay que inocular en plantas
i{ndicadoras para incrementar la concentracién y obaervaﬁlos al micros-
copio. .

Prueba de NASH (nucleic acid spot hybridizahion)o hibridaciﬁn de dci-
dos nucl@icos, para detectar PS5TV (potato spindle tuber viroid) o
viroide del tub&rculo ahusado de la papa. Es evidente que este método
aunque fécil de realizar, requiere de laboratorios preparados y bilen
equipados para trabajos con radioisdtopos. Trabajo de erradicacidn

de virus debe empezarse con plantas negativas a PSTV.



4, URJETIVULS,
4.1 Gerneral:

Obtener material libre de virus y otros patdgenos empleando las téenicas

de termoterapia y cultivo in vitro en algunas variedades comercilalmente
importantes de papa, ajo, cltricos y otros frutales para lo cual es re-

querido un sistema dgil y exacto de diagndstice.
4,2 Especificos:

-  Evaluar la bondad de la termoterapia y el cultivo de meristemos en
el saneamiento de los materiales.,

- Investigar el mejor medio y condiciones para la micropropagacitn
de los materlales saneados.

- Identificar los mejores sistemas de diagndstico avanzado de los pa-
tégenos principales de las especles vegetales cubiertos por el
proyecto (técnicas seroldgicas, microscopia electrdnica, electrofo-
résis e hibridacidn de dcidos nucleicos).

5. METNHS.

5.1 Meta Final del proyecto:

-  Obtener semillas vegetativas libres de enfermedades que permitan
una mayor produ ccidn de los cultivos en estudio.

5.2 Metas esperadas para 17901

-  Evluar el material de Solanum phureja contra los virus:
PVA (virus del mosaico suave); PVS (Virus de la papa); PVY (virus
del mosaico rugoso); PLRV (virus del enrrollamiento de la hoja ) ¥
PVX (virus de la papa).

5.3 Hetas esperadas para 1331:

-  Ajustar metodologias que permitan utilizar a nivel intensivo, técnicas
de diagndstico de antisueros e hibridacidn de &cidos nucleicos para
PSTV (potato spindle tuber viroid)} y otros virus y viroides de impor-
tancia econdmlca en los cultivos cubiertos por el proyecto.



6. RELACION DE ACTIVIDADES DEL PROYECTO.

Titulo de la Actividad Cant. Unidad Localizacidn
Medida R Unidad.Opert.

Cultivo en invernadero o vivero del mate- 3 Semestre 1 Tibaitatd

rial para limpieza.

Termoterapla 4 semestre 1 Tibaitatd

Cultivo de meristemos y microinjertacidn 4 semestres 1,5 Tibait.Palm.

Pruebas virolggicas (seroldgicas, hibrida-

cidn de Acidos nucleicos). 4 semestres 1,5 Tibait.Palm.

Micropropagacién &4 semestres 1,5 Tibait.Palm.

Propagacidn en invernadero o casa malla. 3 semestres 1 Tibaitatd

Propagacidn en campo. 2 semestres 1 Tibaitatd

7. GASTOS GENERALES VARIABLES Y DE INVERSION PARA EL PROYECTO.

Concepto del Gastos 1990 1991
Materiales y suministros 12.000 8.000
Impresos y publicaciones 500 1.400
Mantenimiento 6.000 2.000
Vidticos y gastos de viaje. 1.800 600
Inversiones 25.000 10.000
TOTAL GASTOS GENERALES: 20,300 12.000
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