FRUTAS Y HORTALIZAS

Azucar y virus

en tomate

Ingenieria genética del tomate en el NIVOT, Japén

% El tomate es uno de las
principales especies horti-
colas en Japén y se le cul-
tiva a lo largo de todo el
ano, ya sea protegido o al
aire libre. La produccién
del pais es de 710.000 to-
neladas al afo (1992). La
mayor parte se consume
en fresco, mientras que las
cantidades industrializadas
son muy bajas (68.000 to-
neladas/ano).. La mayor
parte del tomate procesado
se importa de Turquia, Ita-
lia, Chile y China. Para
consumo en fresco, los ja-
poneses han referido tradi-
cionalmente los tomates
de color rosado y tamafo
grande. En los dltimos
afios comenzaron a valorar
los tomates con un mayor
contenido en azicares.
«Momotaro» es un cultivar
introducido por la compa-
nia Takii Seed, con un
mayor contenido de azica-
res y ha sido una variedad
lider en el mercado para
fresco. Dado que los toma-
tes se cultivan en zonas li-
mitadas, varias enfermeda-
des del suelo constituyen
problemas serios en Japon.
Es el caso del marchita-
miento bacteriano y del
marchitamiento provocado
por Fusarium. Algunas
compaifiias de semillas del
pafs son muy activas en el
cruzamiento de cultivares
de tomate para el mercado
en fresco. El Instituto Na-
cional de Investigacién en
Hortalizas, Plantas Orna-
mentales y Té (en inglés.
NIVOT) también se ocupa
de la mejora en cultivares
de tomate para fresco y
para industria. Los desa-
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rrollos recientes en el te-
rreno de la biologia mole-
cular muestran las posibi-
lidades de la aplicacién de
biotecnologia a la mejora
de esta especie. Una de las
posibilidades es la intro-
duccién de genes externos
mediante ingenieria gené-
tica. La otra es la nueva
técnica de hibridacién uti-
lizando el polimorfismo
del ADN (acido desoxiri-
bonucléico) como marca-

dor genético para realizar
la seleccién.

Nosotros tratamos de
cambiar la composicién en
azicares del tomate me-
diante ingenieria genética.
Los principales azidcares
de los frutos de tomate son
glucosa y fructosa, a dife-
rencia de la mayoria los
demads, tales como manza-
na, pera, naranja y fresa,
que contienen también sa-
carosa, ademds de glucosa

Figura 1:

Contenido de azucares en tomates
maduros de color rojo y de color verde
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PF= Peso fresco.
C= Controles.

AS-IV-=Tomates sometidos a ingenieria genética con et gen antisentido

de la invertasa.
T=Tomate sin genes fordneos.

G=Tomates sometidos a ingenieria genética con el gen betaglucoronidasa,
un gen que no tiene efecto en el metabolismo de los azucares.
4-9=Tomates sometidos a ingenieria genética con un gen antisentido

invertasa (AS-IV-4, 6.7, 8y 9).
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y fructosa. Algunos de los
parientes del tomate, den-
tro del mismo género bota-
nico, tienen también saca-
rosa como azucar principal
y muestran un alto nivel
de azucares totales. La di-
ferencia se estima que es-
triba en la alta actividad
de la enzima invertasa en
el proceso de maduracién
del fruto de tomate. Esta
enzima degrada la sacaro-
sa, dando lugar a glucosa
y fructosa. Nuestro objeti-
vo temporario es la supre-
sién de la actividad de la
invertasa mediante inge-
nieria genética. Se sabe
que el gen antisentido, es
decir, el gen que provoca
el proceso inverso, es ca-
paz, en muchos casos, de
inhibir la expresién del
gen original. Por lo tanto,
lo que hicimos fue cons-
truir un gen que tuviese
invertida la secuencia de
bases que regula la pro-
duccidn de la invertasa, e
introducirlo en tomate uti-
lizando un sistema media-
do por Agrobacterium,
modificado. Agrobacte-
rium €s un patdogeno pero
se sabe que es capaz de
transferir una parte de sus
cenes al genoma de una
planta. Después de selec-
cionar el tejido vegetal
tratado, obtuvimos final-
mente varios ejemplares
de tomate que tenfan in-
corporado el gen antisenti-
do de la invertasa. Algu-
nos de ellos se transplanta-
ron a macetas y se les cul-
livé en un invernadero di-
senado especialmente para
plantas sometidas a inge-
nierfa genética. Estas plan-
tas crecieron y fructifica-
ron normalmente, sin que
se observaran aspectos
anormales en los frutos.
LLa actividad invertasa en
las hojas fue algo mas res-
tringida. Cuando Jos frutos
se volvieron rojos, la dife-
rencia fue mds notoria. La
actividad invertasa en los
rutos maduros y en estado
rojo de las plantas control,
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es decir, las que no habian
sido sometidas a ingenie-
ria genética, aumenté mu-
cho, tal como constataron
muchos investigadores.
Mientras tanto, la activi-
dad en los frutos en igual
estado de maduracién de
las plantas sometidas a in-
genieria no mostré ningin
aumento. La actividad fue
menor a una centésima
parte que la de las plantas
control. El contenido en
sacarosa de los frutos con-
trol fue muy bajo, tal co-
mo lo describen numero-
sos autores. En las plantas
sometidas a ingenieria, el
contenido de sacarosa au-
menté marcadamente. En
el tomate mds notorio
(AS-IV-6), el contenido en
sacarosa alcanzé mds de la
mitad del contenido total
de azucares (ver figura ad-
junta). Estos resultados in-
dican que la invertasa en
los tomates en maduracidn
es uno de los principales
factores que condicionan
la compostcion de los azd-
cares, y que esta composi-
cién puede cambiarse fa-
cilmente mediante inge-
nieria genética. El efecto
de esta técnica en el conte-
nido total de azdcares es
también muy interesante.
Sin embargo, los presentes
datos fueron obtenidos en
experimentos  utilizando
plantas cultivadas en ma-
ceta en un invernadero. y
se sabe que el contenido
total de azicares varfa con
el suministro de agua. Son
necesarios, por tanto, estu-
dios de campo mds deta-
[lados. Si los efectos se
mantienen, estos tomates
serfan utilizados para hi-
bridar con otros cultivares
de esta especie.

El empieo de genes de vi-
rus actuando ellos mismos
como genes de resistencia
es uno de los topicos de la
biotecnologia reciente. En
tomate o especies empa-
rentadas se han detectado
cierto nimero de genes de

Tomares resisientes al CMV hibridados mediante ingenieria genetica.
A la dcha. de la imagen, tomaie control, sin genes fordneos, mostrando sintomas severos del
virus del mosaico del pepino (CMV). A la izq., tomate con un gen de cubierta proteica del CMV,
sin sintomas. Ambas plantas habian sido inoculadas con 100 ug/ml de CMV purificado.

resistencia a varios paté-
genos y han sido incorpo-
rados al tomate mediante
hibridacién convencional.
Sin embargo, no se ha en-
contrado ningin gen de re-
sistencia al virus del mo-
saico del pepino (CMV)
en tomate ni en sus parien-
tes y, por tanto, no existen
cultivares resistentes. Este
virus es transferido por
dfidos. Para prevenir la di-
fusion de la enfermedad
los  productores deben
aplicar insecticidas. En Ja-
pén, ¢l Centro Nacional
de Investigaciéon en Agri-
cultura (en inglés,

NARC), de Tsukuba, aislo
un gen del mismo CMV,
un gen con capsula protei-
ca, y en el NIVOT se in-
corporé al tomate utilizan-
do Agrobacterium. De las
plantas resultantes selec-
cionamos las resistentes al
CMV. Después de infestar
artificialmente con el vi-
rus, las plantas control, sin
gen CMV, mostraron sin-
tomas severos, mientras
que las plantas sometidas
a ingenieria genética no
mostraron sintomas (véase
foto adjunta). Este tomate
puede ser dGtil para hibri-
dar por resistencia al CMV

“ En Japén, el Centro Nacional de
Investigacion en Agricultura (NARC),
aislé un gen del virus del mosaico del

pepino (CMYV). El Instituto Nacional de

Investigacion en Hortalizas, Plantas

Ornamentales y Té (NIVOT), también de
ese pais, lo incorporé al tomate
utilizando Agrobacterium.”
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y esos cultivares permiti-
rdn reducir la cantidad de
pesticidas necesaria para
cultivar tomates. Las regu-
laciones de nuestro gobier-
no para la ingenieria gené-
tica indican que estas
plantas deberdn ser ensa-
yadas para comprobar su
falta de peligrosidad res-
pecto al medio ambiente,
antes que puedan cultivar-
se en campo. Actualmente
el tomate resistente al
CMV estd bajo examen
respecto a su seguridad
medioambiental.es
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