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Presentacion

La Unidad Irapuato,
quince anos de
liderazgo en la
biotecnologia e
ingenieria genética de
plantas y
MICroorganismMos

Victor M. Villalobos

El Dr. Victor M. Villalobos es director de la Unidad de Biotecnologia
e [ngenieria Genética de Plantas del Cinvestav en [rapuato, Gto,
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Retrospectiva

Desde sus inicios, la Unidad Irapuato del Cinvestav
tuvo como propésitos principales la investigacion cien-
tifica orientada al estudio y mejoramiento de las plan-
tas y la formacién de recursos humanos del mas alto
nivel en sus areas de competencia. Han pasado quince
anos desde la creacién de la Unidad y se estima perti-
nente hacer un analisis de su evolucién durante esta
importante etapa de su existencia.

Origenes

Diferentes personas influyeron en forma definitiva para
que se creara la Unidad en el centro del Bajio Guana-
juatense. Sin embargo en un analisis resumido se hace
mencién sélo a aquéllas que influyeron decisivamente
en su creacion sin pretender con ello ignorar los impor-
tantes aportes de tantas personas que ayudaron y con-
tindan haciéndolo para sustentar lo que ahora es la
Unidad de Biotecnologia e Ingenieria Genética de
Plantas.

Tres personalidades del Cinvestav, que ocuparon
en su momento posiciones estratégicas, merecen men-
cion especial: el Dr. Manuel Ortega Ortega, el Dr. Héc-
tor Nava Jaimes y el Dr. Alejandro Blanco Labra. Por
su vision y entusiasmo en este importante proyecto, re-
cientemente las autoridades y el personal de la Unidad
Irapuato les hicieron un merecido reconocimiento.
lgualmente se reconoce la importante aportacion del



Lic. Enrique Velasco Ibamra, gebernador constitucional
del Estado de Guanajuato, quien tomé la decision de
donar el predio y autorizé el financiamiento para cons-
truir las instalaciones que ahora disfrutamos. Los
gobernadores Lic. Agustin Téllez Cruces e Ing. Carlos
Medina Plascencia, en sus respectivas gestiones, fa-
vorecieron en forma decisiva a la Unidad. Es digno de
resaltarse el apoyo del Sr. Vicente Fox Quesada, quien
actualmente esta financiando la construcciéon de un
nuevo edificio de laboratorios. De igual forma, los fun-
dadores de la Unidad' merecen también nuestro re-
conocimiento por haber creido en este proyecto.

Objetivos y pricridades

Como va se indicé fueron dos los objetivas que se le
asignaron a la Unidad Irapuato recién formada; uno, el
de hacer investigacién de frontera para el mejo-
ramiento de los cultivos agricolas, y el ofro, la forma-
cién de recursos humanos al mas alto nivel, por medio

de su programa de posgrado (ver mas adelante). Sin
lugar a dudas, el primer objetivo de la Unidad influyé
para su establecimiento en la ciudad de Irapuato, por
estar localizada en el centro del Bajio, una de las zonas
agricolas mas importantes del pais. De esta forma, el
primer grupo de cientificos incorporados a la Unidad
inicié sus actividades de investigacién en 1981, en una
casa habitacion de la ciudad de Irapuato, aceptando el
reto de aportar nuevas herramientas tecnolégicas a la
mejora de las plantas cultivadas.

La creacion de esta Unidad generé muchas expec-
tativas en el sector agricola por dos razones principales:
la primera, por contar en el pais con un centro de in-
vestigacién del mas alto nivel, empleando las biotec-
nologias emergentes; y la segunda, por tener la
oportunidad de evaluar, en un escenario real, los
promisorios aportes que las nuevas herramientas
biotecnolégicas podrian hacer al sector agricola. Esta
dltima razon influyé de alguna manera en las orien-
taciones que la nueva Unidad deberia dar a sus investi-
gaciones y, en consecuencia, determiné el pexfil de los
cientificos mexicanos o extranjeros que deberian con-
tratarse. De esta forma, se crean los primeros laborato-
rios orientados a microbiologia del suelo, cultivo de
tejidos vegetales, tecnologia de alimentos, fitoquimica y
almacenamiento de granoes y semillas.

El traslado a las instalaciones definitivas se realizo
durante 1986, v se inicia con esto la sequnda etapa de
la Unidad, orientada a la consolidacién de sus lineas
de investigacion. Como se indico, esta accion fue posi-
ble gracias al generoso aporte del Gobiemno del Estado
de Guanajuato que financié la construccion de 4000
m? de edificios destinados principalmente a laborato-
rios, aulas, auditorio y areas administrativa y de man-
tenimiento. Durante esta época se consolidaron
nuestros dos departamentos: el Departamento de
Biotecnologia y Bioquimica y el Departamento de In-
genieria Genética de Plantas. Asimismo, durante esta
etapa se definieron con mas precisién las lineas de in-
vestigacion que prevalecen hasta la fecha, destacando
biotecnologia de alimentos, bioinsecticidas, quimica de
productos naturales, mecanismos de defensa de plan-
tas, membranas y bioenergética, fitopatologia mo-
lecular, transformacién genética, cultivo de tejidos
vegetales, quimica de proteinas y acidos nucléicos,
biologia molecular de compuestos naturales de plantas,
biologia molecular del proceso de maduracién de
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frutos, marcadores moleculares, diferenciacion celular
en hongos, bioquimica ecolégica, ecologia micro-
biana, microbiologia molecular v regulacién de la ex-
presion genética en plantas v microorganismos”.

Programa de posgrado

En el ano de 1983 se crea el programa de Maestria y
en 1987 el de Doctorado, en la especialidad de Biotec-
nologia de Plantas. No obsiante el corto tiempo de
existencia de ambos programas, a la fecha la Unidad
ha graduado 42 maestros y 21 doctores en ciencias. El
programa esta incluido en el Padrén de Programas de
Posgrado de Excelencia para Ciencia y Tecnologia del
Conacyt. Otro dato importante relativo a las activi-
dades académicas es que hasta el mes de octubre de
1996 se cuenta con un total de 109 alumnos inscritos,
10 de ellos extranjeros, de los cuales 83 estan en el
programa doctoral y 26 en el programa de maestria.
En la actualidad, el nimero de profesores de la Unidad
Irapuato es de 34, por lo que en proporcién un pro-
fesor atiende a tres estudiantes, uno de maestria y dos
de doctorado.

Investigacion

Ya se ha senalado que la investigacion se orienté
desde sus inicios a la mejora de las especies vegetales
cultivadas. Sin embargo, recientemente se han incluido
ofras nuevas areas de investigacion relativas al estudio
de los microorganismos, principalmente a los hongos
y a los organismos benéficos como los entomopa-
togenos. Una de las formas de medir el aporte cien-
tifico de los investigadores de la Unidad es a través de
sus publicaciones. El total de articulos cientificos publi-
cados en revistas de prestigio internacional durante sus
quince anos de existencia hasta octubre de 1996 es de
280. Estas contribuciones son sélo una muestra de los
adelantos cientificos logrados por los investigadores de
la Unidad Irapuato en las diferentes disciplinas v dreas
cientificas®.

Situacion actual

La Unidad Irapuato esta en lo que pudiera conside-
rarse su tercera etapa, lo que ha permitido, en forma
mas determinante, facilitar la transferencia de los resul-
tados de la investigacién a los potenciales usuarios. Si
bien esta actitud se da por diferentes razones, una de
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ellas es la tendencia actual del sector privado a partici-
par en el financiamiento de la investigacion cientifica.
También hay que tomar en cuenta que después de
quince anos de investigacion, hoy se pueden destacar
algunos proyectos exitosos en el contexto de la trans-
ferencia de tecnologia.

Aunado a lo anterior, existe la voluntad v la convic-
cion de los investigadores de la Unidad en hacer llegar
el resultado o el producto de sus investigaciones a los
usuarios potenciales. Es claro que la decisién anterior
no va en detrimento de la investigacion menos apli-
cada o investigacion basica, que es considerada como
esencial para el adelanto de la ciencia en el pais y fun-
damental para el programa de posgrado de la Unidad.

Perspectivas

La Unidad lrapuato se prepara cada vez mejor para
continuar ocupando el liderazgo nacional en la biotec-
nologia e ingenieria genética de las plantas y de los mi-
croorganismos. Asimismo, comienza a perfilarse como
la institucion, a nivel latinoamericano, con el mas
solido programa de posgrado en estas areas.

Los investigadores de la Unidad Irapuato estamos
conscientes de la gran oportunidad que se nos pre-
senta en los anos por venir y que las limitaciones
econdmicas y las restricciones presupuestales pueden
convertirse en claras oportunidades para el desarrollo
de nuestras investigaciones y de la superacién pro-
fesional de nuestros estudiantes v egresados. El opti-
mismo aqui expresado se fundamenta en una clara
determinacion de realizar nuestro trabajo en forma co-
ordinada y complementaria con las otras instituciones
de investigacién tanto nacionales como internacion-
ales. De igual manera, vemos como una clara opor-
tunidad la de trabajar directamente con las orga-
nizaciones de agricultores, dependencias del sector v
agroindustriales que se acercan cada vez con mayor
frecuencia a nuestras instalaciones v a nuestro per-
sonal, para solicitar apoyo cientifico y asesoria en las
areas de nuestra especialidad. Esta situacién ha traido
como consecuencia diferentes aportes de recursos
economicos para el financiamiento de nuestras investi-
gaciones. Si bien estos apoyos se empiezan a dar en
forma modesta, son sin duda actitudes muy significati-
vas, sobre todo si consideramos que el sector agricola
es hoy por hoy el mas descapitalizado, ademas de que
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la actividad agricola ha sido muy poco accesible a las
innovaciones tecnoldgicas. Tal situacién comienza a
cambiar gradualmente en el entorno de la Unidad
Irapuato y el gremio agronémico comienza a participar
en forma mas decisiva en la aplicacién de las he-
mamientas tecnolégicas. Por todo lo anterior, se con-
sidera que la Unidad Irapuato jugard un papel
preponderante en el puente que debera de construirse
entre los generadores de las nuevas biotecnologias y
los usuarios potenciales.

La actitud critica y de autoanalisis de nuestra comu-
nidad cientifica, nos ha permitido pronosticar cual sera
el futuro de nuestra Unidad para los préximos quince
anos, El resultado de estas reflexiones coinciden en la
necesidad de hacer una evaluacién profunda de nues-
tras potencialidades y limitaciones para que de esta
forma podamos enfrentar eficientemente las res-
ponsabilidades que queremos asumir y los retos que
implican ocupar un lugar protagénico en estas areas
clentificas tan dinamicas v competitivas como son las
biotecnoléaicas.

Consideraciones finales

No obstante que la Unidad Irapuato del Cinvestav
cuenta con sélo quince anos de actividad, los resul-
tados obtenidos a la fecha justifican ampliamente su
razén de ser y refribuyen con sus aportaciones clentifi-
cas y académicas la confianza que en ella depositaron
un nimero importante de funcionarios, investigadores,
agencias donantes, productores y la sociedad mexi-
cana en general.

0

Los logros obtenides permiten ver con optimismo el
futuro de la Unidad Irapuato, orientada a consolidarse
como la institucién lider en sus drea de competencia,
Los logros cosechados a la fecha no pueden ser un
mérito exclusivo de toda la comunidad que constituye
la Unidad, sino mas bien es el de todos los que han
formado parte de un proceso arménico entre las ins-
tancias y departamentos del Cinvestav, sus autoridades
v las demas instituciones nacionales y extranjeras que
comparten con nosofros trabajo v reconocimientos. La
investigacién al mas alto nivel sequird siendo el ob-
jetivo de nuestros esfuerzos y la capacitacion de cien-
tificos j6venes con una mentalidad critica, debera ser la
meta de los préximos anos’.

Notas

1. Dr. Alejandro Blanco Labra, Dr. Octavio Paredes
Lépez, Dr. Jorge Molina Torres, Dra. Doralinda
Guzmén Ortiz, Dr. Juan José Pena Cabriales, M.C.
Silvia Valdés Rodriguez, M. C. Manuel Vazquez Arista,
C.P. Carolina Abascal y Sanchez y Sr. J. Refugio
Vazquez Pérez.

2. La Unidad Irapuato, edicién especial elaborada por
la Secretaria Académica, (Cinvestav, 1989), 31 pp.

3. A. Alvarez Morales, Avance y Perspectiva, 15, 151,
(1996).

4. Discurso del Dr. Manuel Ortega Ortega. Ceremonia
del XV aniversario de la fundacién de la Unidad
Irapuato. Irapuato, Gto., octubre 18, 1996.
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XV Aniversario de la Unidad Irapuato

Microorganismos en la
agricultura

Juan Pablo Martinez Soriano, George Van-
dermark, Victor Olalde Portugal.

Los autores son investigadores del Departamento de Biotecnologia v
Bioguimica de la Unidad [rapuato del Cinvestav.
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Introduccion

Los microorganismos realizan una serie de funciones
que repercuten en la productividad v el mantenimiento
del agroecosisterna. Las funciones que mas se perciben
son aquellas que afectan directamente a las plantas.
Las plantas se pueden ver danadas o beneficiadas por
su asociacion con los microorganismos.

Desde el punto de vista benéfico los microorganis-
mos pueden incrementar el desarrollo vy la productivi-
dad de las plantas. Estos incrementos pueden deberse,
entre ofras causas, a la absorcién de nutrientes, el con-
trol de los enemigos naturales, la disponibilidad de al-
gunos elementos del suelo que normalmente se
encuentran de manera insoluble, la mejora de las re-
laciones hidricas, un aumento en la tolerancia a condi-
ciones adversas, efc.

Los microorganismos pueden reducir el desarrollo y
la productividad de las plantas, v en muchas de las
ocasiones pueden matarlas. En este sentido, las accio-
nes microbianas pueden ser debidas a la competencia
por nutrientes indispensables que se encuentran como
limitantes en el suelo, la generacion de enfermedades,
la eliminacion de los organismos antagénicos de los fi-
topatégenos, o bien a la insolubilidad de algunos ele-
mentos.

En el Estado de Guanajuato se presentan condicio-
nes que hacen favorable el estudio de las relaciones
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planta-microorganismo debido a que se siembran
aproximadamente 63 diferentes cultivos, asi como a las
condiciones de clima, fertilidad y manejo. Con estas
condiciones la gama de relaciones planta-microorga-
nisme que se presenta en el Estado hace dificil la de-
cisibn de qué problemas abordar, pero motiva al
intelecto a desarrollar un sinnimere de posibilidades
de investigaciéon

Con esto en mente, en la Unidad Irapuato desde la
fecha de su creacién se han estudiado las relaciones
de las plantas con los microorganismos. En la actuali-
dad, existen tres laboratorios en el Departamento de
Biotecnologia v Bioguimica en donde se frabaja con
microorganismos v que se describen a continuacion.

Patologia molecular y genetica

En este laboratorio las lineas de investigacion estan
dirigidas a atacar problemas agropecuarios de impor-
tancia nacional, como lo son amarillamiento letal del
cocotero, virosis (Tristeza y exocortis) de los citricos vi-
roides de papa, aflatoxinas en maiz vy brucelosis. En
estos casos, la Secretaria de Agricultura v Desarrollo Rural
ha promovido camparias nacionales de erradicacion.

1.80 CIQ!

Virosis en citricos

Las devastaciones que el virus de la Tristeza de los
citricos ha ocasionado en el mundo (solamente en
Brasil fueron exterminados 40 millones de arboles) sin
duda alguna han provocado enorme preocupacion en
la citricultura mexicana. Nuestro laboratorio: ha ob-
tenido apoyos del CONACYT gue nos han permitido
instrumentar técnicas de deteccién v muestreo masivo
que produzcan resultados eficientes y rapidos y que en
un futuro préximo podran ser utilizadas para el estudio
epidemiolégico de las diferentes razas del patdgeno v
para monitorear el movimiento vy dispersiéon de vec-
tores viruliferos. Otro inconveniente que puede ser sal-
vado por medio de las técnicas de biologia molecular
es la produccién de antisueros para la prueba de
ELISA que sélamente pueden ser obtenidos multipli-
cando masivamente el virus en el invernadero (lo que
es altamente riesgoso para la citricultura) o importarlo
constantemente; la produccién de antisueros “recombi-
nantes” es objeto de investigacion en este laboratorio.

Otros patégenos que resultaran de extrema impor-
tancia en caso de que los portainjertos tengan que ser
reemplazados por el advenimiento de la Tristeza son
los viroides de los que sobresale el causante de la exo-
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cortis. El uso de téenicas como electroforesis y PCR (en
implementacion) permiten el monitoreo de los arboles
donadores de yemas y certificados “libres de virosis” y
los valiosos bancos de germoplasma.

Amarillamiento letal del cocotero

Este patogeno ha destruido las plantaciones de co-
cotero de la peninsula de Yucatdan y avanza con-
tinuamente hacia el resto del pais. El patégeno no
puede ser cultivado in vitro, ni existen antisueros que
permitan el establecimiento de la técnica ELISA. Nues-
tro laboratorio ha logrado recientemente la instrumen-
tacion de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) que permitira el monitoreo de la enfermedad v
la diseminacién del patégeno en malezas alternantes
y en vectores alados. Esta investigacion apoyara los es-
tudios de mejoramiento genetico emprendidos por el
CICY v el INIFAP v las campanas nacionales de erradi-
cacion.

Inhibicion molecular de la biosintesis
de aflatoxinas

Las aflatoxinas son metabolitos altamente téxicos pro-
ducidos por hongos imperfectos Aspergillus flavus y A
parasiticus. Estos metabolitos son los carcinogénicos
mas potentes producidos en forma natural; existe,
ademas, una incidencia alta de estos compuestos en
alimentos para ganado y consumo humano en todo
el mundo. En México la contaminacion de aflatoxinas
en maiz ha superado las 20 ppb, durante 1989, re-
basando asi lo permitido por la FDA-USA para el libre
comercio de granos,

En el cultivo de maiz, el manejo de las practicas
agronomicas tiene un potencial limitado para reducir
los niveles de aflatoxinas en el campo; la detoxificacion
y la remocion absorbida de aflatoxinas de los alimentos
contaminados tienen limitaciones practicas por las res-
tricciones en el uso de estos alimentos. Por lo anterior,
mediante técnicas de biologia molecular se investigan
estrategias de control para la eliminacién de la con-
taminacion precosecha mediante la interrupcion de la
biosintesis de aflatoxinas. Esta investigacion de reciente
inicio esta enfocada en la integracion v caracterizacion
biolégica v molecular de un cepario de Aspergillus spp
representativo de las zonas productoras de maiz de
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México, asi como la manipulacién de los genes regu-
ladores de la ruta biosintética de aflatoxinas para su ex-

17 . . 1.4
presion v regulacion en bacterias y levaduras.

Control biologico de hongos
fitopatogenos

Este laboratorio se dedica al control de hongos fitopa-
togénicos. Tiene dos lineas principales de estudio, la
primera es el aislamiento y caracterizacion de los genes
responsables de la produccién de un compuesto an-
tiftingico de Pseudomona corrugata. Esta investigacion
surgié de un proyecto destinado a identificar bacterias
del suelo que fueran capaces de controlar la enfer-
medad producida por Botrytis cinerea, que es el
agente causal de la enfermedad del moho gris en
frutos, ornamentales y vegetales. B. cinerea se controla
en gran medida mediante la aplicacién de fungicidas
quimicos, pero el uso de estos compuestos genera
muchos efectos deletéreos. Estos inconvenientes in-
cluyen el desarrollo de aislados patogénicos con resis-
tencia a diferentes fungicidas, eficacia limitada de los
fungicidas, toxicidad a organismos no inveolucrados,
riesgos potenciales para la salud de los que aplican el
compuesto debido tanto a la toxicidad o uso in-
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adecuado de equipo de proteccién y la poca dis-
ponibilidad que tienen los agricultores debido a su
costo, sobre todo en paises en desarrollo. Todas estas
desventajas sugieren que debe ser encontrado un
meétodo alternativo de control de B. cinerea.

P. corrugata 5.40 fue identificada en un escrutinio
in vitro de 1211 aislados bacterianos por su habilidad
para inhibir varios parametros de crecimiento de B.
cinerea, P. corrugata 5.40 inhibi6 significativamente el
crecimiento de B. cinerea en diferentes medios de cul-
tivo v, lo que es mas importante, inhibié casi comple-
tamente la germinacién de conidias de B. cinerea. Las
conidias, como se sabe, sirven como esporas infec-
ciosas en la repeticion del ciclo de infeccién durante el
proceso de cultivo, y cualquier control debe inhibir exi-
tosamente la germinacién de conidias. P. corrugata
5.40 también ha sido probada en su habilidad para
controlar la enfermedad del moho gris en fresas culti-
vadas bajo condiciones de invernadero. El aislado bac-
teriano controlé la enfermedad en dos de tres cosechas
de fresas con similar eficacia que Iprodione, el fungicida
mas usado comercialmente en el control de esta en-
fermedad.

Existen tres posibles aplicaciones en el uso de una
bacteria antiftingica en el control de enfermedades de
plantas: (1) puede ser directamente aplicada como
agente en campo en el control de la enfermedad; (2) el
compuesto antifiingico producido por la bacteria
puede ser extraido y aplicado en el campo para el con-
trol de la enfermedad; (3) los genes responsables de la
produccién del compuesto antifingico pueden ser ais-
lados vy usados para desarrollar plantas transgénicas
que sean resistentes a hongos debido a la produccién
de un compuesto bacteriano antifiingico.

10

El uso de agentes bacterianos para aplicaciones en
campo es dificil debido a los problemas relacionados
con las complejas interacciones ambientales asociadas
a las condiciones de campo, fales como la colonizacién
bacteriana pobre en las partes de la planta involu-
cradas debido a competencia, sensibilidad a la luz ul-
travioleta u ofras condiciones adversas de crecimiento.
Existe otro problema: la incapacidad para producir el
compuesto antiftingico tanto en suficiente cantidad
como en el tiempo correcto durante el ciclo de la enfer-
medad. La revision de la literatura sugiere que el uso
de genes clonados en la produccién de plantas trans-
génicas con resistencia a hongos no ha sido del todo
exitosa dado que no existen casos conocidos con
niveles aceptables de resistencia. Esto se debe proba-
blemente al complejo control genético de la produc-
cién de estos metabolitos antifingicos. Por estas
razones, tal vez la manera mas adecuada para explotar
exitosamente las ventajas del control biolégico en una
cepa bacteriana podria ser aislando directamente el
compuesto antiftingico para uso directo en campo.

El aislamiento de metabolitos antifiingicos de cul-
tivos bacterianos seria mas efectivo si la bacteria pu-
diera ser modificada para producir cantidades mayores
del compuesto. Esto ya se realizé en Pseudomonas sp.
mediante la identificacién de genes responsables de la
produccién de un compuesto antifingico v la posterior
modificacién de la expresién de estos genes, que dio
como resultado una mayor produccién del compuesto.
Este laboratorio estd enfocado al aislamiento de los
genes de P. corrugata 5.40 que son responsables de la
produccién de un metabolito antiftingico. Este metabo-
lito ha demostrado la habilidad para inhibir el cre-
cimiento de diversos géneros de hongos fitopatégenos,
incluyendo B. cinerea, Macrophomina phaseolina, Fusa-
rium solani y Alternaria solani.

Algunas mutantes del tipo silvestre de P. corrugata
5.40 fueron obtenidas usando transposones Tn5 (ele-
mentos transferibles de DNA), los cuales se insertan al
azar en el cromosoma bacteriano e inactivan los genes
bacterianos localizados en el sitio de insercién. Dentro
de estas mutantes fueron identificadas algunas que no
pudieron inhibir mas el crecimiento in vitro de B.
cinerea. También fue construida una biblioteca de cés-
midos del tipo silvestre de P. corrugata 5.40. De esta
biblioteca se han identificado fres diferentes clonas de
cosmidos que restablecen el fenotipo de inhibicién del
crecimiento en una mutante Tnb, que es incapaz de in-
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hibir el crecimiento de B. cinerea. Estos tres césmidos
contienen insertos genomicos de P. corrugata 5.40 que
son de alrededor de 25 kilobases de longitud. Actual-
mente, el laboratorio esta realizando los andlisis de
delecion de los cosmidos complementarios con el fin
de definir dominios genémicos mas discretos que sean
responsables del fenotipo antifiingico. Estas regiones
de menor tamano de DNA seran posteriormente
secuenciadas vy analizadas para determinar la funcién
de los genes aislados. El objetivo final sera la posibili-
dad de modificar la expresién de los genes con el fin
de tener una cepa de P. corrugata 5.40 que pueda pro-
ducir mayores cantidades del compuesto antiftingico.

La otra linea de investigacion que se realiza en este
laboratorio se dedica al analisis genético de la resisten-
cia en sorgo confra el hongo M. phaseolina. Alrededor
de 1,700,000 ha de sorgo (Sorghum bicolor (L)
Moench) son cultivadas anualmente en México, princi-
palmente en los Estados de Tamaulipas, Guanajuato,
Jalisco, Michoacan v Sinaloa, El sorgo es un cultivo
especialmente importante en México porque puede ser
cultivado en suelos marginados que no podrian ser
utilizados para la siembra de maiz. Las pérdidas
anuales en la produccién de sorgo debidas a la
pudricién carbonesa del tallo causada por M. phaseo-
lina se han estimado entre un 20 a 30% en el Estado
de Tamaulipas. Ocho lineas mejoradas de sorgo ob-
tenidas en el INIFAP-Rio Bravo, Tam., han sido pro-
badas en su resistencia contra M. phaseolina. La tabla 1
muestra que dos de las lineas mexicanas, BAR-B vy
LRB-210 son tan resistentes como la linea control resis-
tente, SC-599-11E. Se han llevado a cabo cruzas
dialélicas de 10 lineas y se realizaran ensayos tanto de
invernadero como de campo de las 10 lineas paren-
tales y 45 familias F1 para determinar los niveles de re-
sistencia a M. phaseolina. 1.os datos obtenidos seran
utilizados para calcular la habilidad combinatoria ge-
neral (GCA) v la habilidad combinatoria especifica
(SCA) de las lineas parentales con el fin de realizar la
correcta seleccion de los padres en un programa de
mejoramiento. Las poblaciones F2 seran utilizadas
para el mapeo por ligamiento de los loci relacionados
con el caracter cuantitativo de la resistencia a la enfer-
medad. M. phaseolina causa grandes pérdidas cuando
las plantas sufren de estrés hidrico durante la ma-
duracién del grano, v es posible que este programa de
mejoramiento en la resistencia a la enfermedad en
sorgo pueda también resultar en mayores rendimientos
bajo condiciones de sequia,5'8
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Tabla 1. Comparacién de medias del
tamano de lesion de lineas de sorgo
mejoradas en la resistencia a la pudricion
carbonosa de tallo.
Linea de sorgo Media de a lesion en fallo*
(mm)
$C-599-11E [confrol) 261 a
BAR-B 29.2 ab
LRB-210 31.2 abc
LRB-216 369 bed
LRB-104A 39.5 cd
BAR-A 443 de
LRB-63 50.0_ef
LRB-119A 534 1
LRB-1198 642 g
BTX-623 (control) 659 g

Nivel de significancia = 0,05, DMS = 8.5
*Media de 5 plantasfinea, con fres repeticiones

Bioguimica ecoldgica

En este laboratorio se trabajan dos lineas de investi-
gacion que se relacionan con la salud de los vegetales:
micorrizas y confrol biologico. En el caso de las mico-
trizas se estudian en particular las asociaciones de hon-
gos endomicornrizicos denominados arbusculares y las
raices de plantas de interés econémico o ecolégico. En
especial se realizan ensayos donde se evaltian los efec-
tos benéficos que estos hongos ocasionan en las plan-
tas. Los vegetales micorrizados observan un incre-
mento en su desarrollo y productividad; esto se explica
por un aumento en la incorporacién de fésforo u ofros
nutrimentos, estimulacién de la fotosintesis, mejorando
las relaciones hidricas, aumentando el vigor de las
plantas, o mejorando la capacidad de sobrevivir al mo-
mento del transplante.

Diferentes vegetales se manejan en el laboratorio:
maiz, chile, papa, mezquite, pastos, tomate, jitomate,
nopal y fresa, De manera general, se ha observado que
la micorriza estimula la tasa fotosintética, el vigor, la
produccién de fruto y acorta el ciclo vegetativo.
Asimismo, se ha encontrado que las plantas menos
manipuladas por la técnica tradicional de fitome-
joramiento responden mejor a la inoculacién con estos
hongos. Desde el punto vista ecol6gico estos hongos
parecen ser fundamentales para la persistencia de
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especies no cultivadas en ambientes poco perturbados
por el hombre y resultan basicas en el establecimiento
de vegetales dominantes en ambientes extremos, como
los aridos, semiéridos y en aquéllos donde el fésforo
esta poco disponible.

Por ofra parte, se han llevado a cabo estudios para
tratar de comprender el papel de la micorriza en los pro-
cesos de aclimatizacion de plantas producidas in vitro. Las
plantas producidas por cultivo de tejidos al ser trans-
plantadas al suelo, tienen que adaptarse a su nueva
condicién fisiolégica (cambio de metabolismo hetero-
trofico a autoiréfico), ademas los estomas no son funcio-
nales cuando se desarrollan por cultivo in vitro, Los resulta-
dos indican que las micorrizas mejoran la adaptacion
de las plantas durante el proceso de aclimatizacion.

En cuanto a la sequnda linea de investigacion, la
denominada control biolégico, se manejan principal-
mente bacterias antagonicas de hongos fitopatégenos
que tienen como habitat el suelo. Se manejan dos cul-
tivos principalmente como modelo de estudio, papa v
ajo. En el caso de |la papa se maneja un control integral
de las enfermedades mas importantes en este cultivo,
la costra negra de la papa, marchitez y tizén tardio
cuyos agentes etiolégicos son Rhizectonia solani,
Fusarium sp y Phwtophthora infestans, respectivamente.
Se han aislado bacterias nativas antagonicas de estos
patogenos, de ellas se trata de caracterizar los mecanis-
mos de accién que utilizan para inhibir a los hongos vy
se desarrollan frabajos de su comportamiento en suelo
para tratar de ser mas eficientes en el control de la en-
fermedad. Los datos obtenidos a la fecha nos han lle-
vado a realizar investigaciones del comportamiento
ecologico de los fitopatégenos. De estos estudios he-
mos podido demostrar que existe una compleja
poblacién de hongos fitopatégenos, con compor-
tamientos diferentes a quimicos y bacterias antagéni-
cas, lo que hace que en muchas ocasiones fallen los
tratamientos de control. A través de técnicas molecu-
lares se desarrollan estudios mas precisos de este com-
portamiento ecolégico, lo que estd generando que la
taxonomia de estos hongos y su diagnéstico sean mas
atinados y por lo tanto sea mas eficaz la medida de
control que se tiene gue aplicar.

Los proyecto que se realizan en este laboratorio en

general estan vinculados con los sectores productivos,
como la Asociacién de Paperos, los productores de ajo,
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fresa, tomate, jitomate, tuna v nopal, con los fitome-
joradores de maiz y chile. En cuanto al mezquite, se
tiene un convenio con el estado de Guanajuato v los
viveristas para inocular y estudiar la relacién con los
hongos micorrizicos. También se tiene colaboracién
con la Universidad de Texas A&M, Universidad de
Alaska, Horticulture Research International, Depar-
tamento de Agricultura de Canada, la Universidad de
Auburn, el Departamento de Fisica del Cinvestav, la
Escuela Nacional de Ciencias BiolGgicas, el INIFAP y
ofras instituciones nacionales,’

Proyectos de colaboracion

Recientemente, v a través de colaboracién con la Uni-
versidad de Maryland v el INIFAP, fue posible el descu-
brimiento de un nuevo viroide en papas silvestres
originarias de México. Este hallazgo es de gran relevan-
cia debido a las implicaciones evolutivas sobre el
origen aun obscuro de los viroides, los patégenos mas
pequenos descritos hasta la actualidad.

Estudios realizados en colaboracién con el Centro
de Investigacion Biomédica del Noreste-IMSS, la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la UANL y el INI-
FAP han demostrado que es posible detectar, utili-
zando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)a
todas las biovaridades de las especies del género
Brucella. El diseno de iniciadores v la implementacién
de la técnica han sido totalmente disenados en nuestro
laboratorio v han permitido que se vislumbre un
enorme paso, debido a la sensibilidad v especificidad
logradas, para una posible implementacién de esta téc-
nica en el diagnéstico de la brucelosis humana y ani-
mal. Debido a que la prueba permite la identificacién
taxonémica hasta nivel de biovariedad en algunas
especies, la tecnologia discernida podria ser incorpo-
rada exitosamente a estudios evolutivos y taxonémicos
del género Brucella y grupos afines. @
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XV Aniversario de la Unidad irapuato

Los insectos en la
biotecnologia

Jorge E. Ibarra y Manuel Vazquez Arista

Los autores son investigadores del Departamento de Biotecnologia y
Bioguimica de la Unidad Irapuato del Cinvesta.
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mediados de los anos 30 se desencadené una

revolucién agricola sin precedentes con el des-

cubrimiento de compuestos quimicos alta-
mente toxicos a las plagas insectiles: los insecticidas
sintéticos. Aunque su desarrollo industrial debié con-
fenerse hasta la posguerra, su uso se extendié rapida-
mente debido a su alta efectividad, confiabilidad,
facilidad de manejo, economia y amplia disponibili-
dad. Su efecto sobre la agricultura extensiva fue tan
espectacular que los plaguicidas sintéticos pronto se
convirtieron en agentes indispensables en la produc-
cion de alimentos.

Los efectos de una solucién tan simplista (unifacto-
rial) a los complejos problemas de la interaccién
planta-insecto no se avizoraron sino hasta mas de 20
anos después, cuando la “panacea del siglo” dejé ver
sus limitaciones (y amenazas). La presencia de insecti-
cidas en una gran cantidad de alimentos, en el agua
potable, en la lluvia, en el mar, en las nieves polares,
en el plancton, en la leche materna, en la sangre de los
ninos neonatos, efc., nos indica que sus efectos téxicos
estan presentes en toda la bidsfera.

La solucién a este problema no es sencilla. La
poblacién mundial continda su crecimiento geométrico
v, si bien las leyes requlatorias sobre el desamollo y uso
de insecticidas sintéticos se han hecho més estrictas,
existe la necesidad infranqueable de producir cada vez
mas alimentos. En este sentido, se calcula que en los
proximos 40 afos debera producirse la misma canti-
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Lava de la catarinita Leptinotarsa texana, medelo para los estudios toxicologicos con el patotipe il de Bacillus hunngiensis.

dad de alimentos que los producidos desde el sur-
gimiento de la agricultura hasta la fecha. Desafor-
tunadamente, en la realidad actual es imposible hacer
frente a este reto sin el uso de los insecticidas quimicos.
Esto nos exhorta a la busqueda de nuevas alternativas.

Es en este punto donde la biotecnologia ofrece un
cumulo de agentes (potenciales v reales) para el control
de insectos plaga. En los tltimos anos, la industria y las
agencias gubernamentales han enfatizado su interés
por el uso de microorganismos causantes de enfer-
medades infecciosas en los insectos o entomo-
patégenos los cuales, al producirse masivamente v
formularse, reciben el nombre de bioinsecticidas. Estos
agentes patdgenos se pueden utilizar de la misma
forma como se encuentran en la naturaleza, o bien
después de haber sido manipulades genéticamente
para mejorar su capacidad insecticida. Los bioinsectici-
das muestran potencialidad para reemplazar (o al
menos complementar) los tratamientos con insecticidas
quimicos.

El laboratorio de bioinsecticidas

El Laboratorio de Bioinsecticidas de la Unidad Ira-
puato inicié sus actividades en enero de 1989, y su
creacion obedecio a la necesidad de cubrir una area
entomolégica, dentro del contexto biotecnolégico de la
unidad. La combinacién de la entomologia, la micro-
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biologia y la biologia molecular en el desarrollo de
nuevas alternativas para el control de plagas ha permi-
tido crear una area nueva de estudio, integracién poco
usual por la disimilitud entre estas disciplinas. Desde su
inicio, las lineas de investigacién de este laboratorio
han tratado de equilibrar la investigacién basica y la
aplicada, interpretando a la primera como el funda-
mento de la sequnda. Estas lineas se han enfocado
hacia el estudio v desarrollo de microorganismos que
causan enfermedades infecciosas a las plagas insectiles,
incluyendo desde el estudio del efecto de genes
quiméricos en la expresion y cristalizacion de proteinas
bacterianas con capacidad inseclicida, hasta pruebas
de efectividad insecticida en el campo de cepas nativas
de baculovirus.

Si bien durante su corta historia este laboratorio ha
abordado temas relacionados con hongos, proto-
zoarios vy, Ultimamente, nematodos, las principales
lineas de investigacién enfocan su atencién hacia dos
grupos de entomopatégenos: bacterias y virus.

Bacterias entomopatdégenas

Dentro del primer grupo se ha dado énfasis a dos espe-
cies: Bacillus thuringiensis v B. sphaericus. La primera
especie es ampliamente conocida por su actividad con-
tra diversas especies de lepidépteros (mariposas y
palomillas), dipteres (principalmente mosquitos y je-
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Cuempos de oclusion (polledros] de una mezcla de cepas natl-
vas de virus de poliedrosis nuclear, altamente patdgenas al falso
gusano medider de la col, Trichoplusia nl

jenes), y coledpteros (principalmente catarinitas); v
existen en el mercado mundial (incluyendo el nacional)
una gran variedad de productos comerciales a base de
esta bacteria. La segunda especie presenta su efecto in-
secticida sélo contra mosquitos v los productos comer-
ciales a base de esta bacteria son de reciente aparicion.
Desde 1989 el laboratorio se dio a la tarea de aislar
cepas nativas de ambas especies bacterianas, y en la
actualidad cuenta con una coleccién de cerca de 600
cepas de la primera y 200 de la sequnda. Estas cepas
han sido sometidas a seleccién por su actividad insecti-
cida contra especies tan importantes como la palomilla
dorso de diamante, el gusano de cuerno del tabaco, el
falso medidor de la col; plagas del maiz, como los
gusanos elotero v cogollero y dos barrenadores; tres
especies de mosquitos vectores de enfermedades al
hombre, la broca del café, diversas moscas de la fruta
(tefritidos) v domésticas (muscidos), etc.

Actualmente se continia con la seleccion de estas
cepas, pero ahora buscando hospederos atipicos, es
decir, insectos que por sus caracteristicas biolégicas no
estan sujetos a la accién de la bacteria en condiciones
naturales, como son los insectos chupadores de savia
y/o que presentan condiciones digestivas inadecuadas
para efectuar la disolucion y activacion de los cristales
insecticidas, Para tal efecto se ha enfocado la atencién
a algunas cepas atipicas de esta bacteria, las cuales for-
man inclusiones cristalinas con morfologia y consti-
tucién muy diferentes a las conocidas, v que han sido
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descubiertas en el franscurso del programa de ais-
lamiento. Tanto las cepas seleccionadas por su alta ca-
pacidad insecticida como las atipicas, han sido sujetas
a una minuciosa caracterizacion, tanto para establecer
diferencias como semejanzas con cepas conocidas.
Esta caracterizacién incluye diversos parametros. El
mas determinante es el establecimiento de los niveles
de toxicidad hacia una especie de insecto, a través de
la estimacion estadistica de dosis y concentraciones le-
tales medias. Ademas, se efectia un estudio ul-
fraestructural de los cristales insecticidas, a nivel de
microscopia electrénica, tanto de transmision como
de barrido. También se determina la composicién pep-
tidica de los cristales, por patrones electroforéticos, asi
como la composicion plasmidica de cada cepa en geles
de agarosa. En caso de ser necesario, se incluyen
analisis tipo Western para determinar la semejanza en-
tre proteinas del cristal, asi como analisis tipo Southern
para establecer homologias entre genes que expresan
dichas proteinas.

La caracterizacion de las cepas seleccionadas tam-
bién ha incluido su seroftipificacién a nivel de antigenos
flagelares, lo cual determina la subespecie a la que per-
tenece dicha cepa; asimismo, se ha logrado hacer un
escrutinio completo de la coleccion, para seleccionar
las cepas productoras de una toxina insecticida alterna
no proteica (la beta-exotoxina), v cuantificar sus
niveles de produccion.

Los resultados de este camulo de caracterizaciones
ha proporcionado informacion esencial en la identifica-
cion plena de estas cepas, algunas de las cuales han
sido publicadas en revistas internacionales, debido a lo
novedoso o inusual de muchas de las caracteristicas
encontradas. Ciertas cepas han mostrado propiedades
tan singulares, que se han considerado como tipos to-
talmente nuevos. Mas importante atn es el hecho de
que se han encontrado cepas con mayor capacidad in-
secticida que las comercializadas, lo cual refleja su alto
potencial para ser desarrolladas vy utilizadas como
bioinsecticidas.

Entre los estudios basicos realizados en el laborato-
rio sobre esta bacteria, se incluye la busqueda de los
factores relacionados con la escasa actividad de algu-
nas proteinas del cristal, como alternativa para enten-
der los mecanismos de accion de tas proteinas activas.
Con estos estudios se ha podido establecer la impor-
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Lava de gusano de cuemo del tabaco, Manduca sexta,
modelo para los estudios toxcologicos con el patotipo | de Bo-
Clfius thurigiensis,

tancia de la solubilidad del cristal, previa a la acti-
vacion, v la importancia de pequenos cambios en la
secuiencia de los genes codificantes de las proteinas in-
secticidas, ambas sobre la actividad de los cristales.
Asimismo, se ha logrado establecer la importancia de
determinadas regiones de los genes codificantes de las
proteinas insecticidas, en su expresion y cristalizacién,
al elaborar construcciones genéticas quiméricas con
fragmentos de genes poco relacionados. También se
han estudiado las relaciones toxicolégicas entre diver-
sas proteinas de estas bacterias, al medir el efecto de
mezclas, tanto in vivo (en el insecto completo) como in
vitro' (en cultivos de células). Los resultados de estos
estudios han mostrado interacciones novedosas entre
estas toxinas, al observar efectos inhibitorios entre
ellas. Por otro lado, en la bisqueda de nuevas toxinas
bacterianas, se estan clonando genes que expresan
proteinas cristalinas muy peculiares y, si bien no se ha
encontfrado actividad contra los diversos insectos pro-
bados, existe atiin un cimulo de especies por probar.

Virus enfomopatogenos

Las investigaciones realizadas con virus en este labora-
torio se limitan al grupo de los baculovirus, que es la
familia de virus entomopatégenos més extensamente
estudiada, es altamente especifica hacia los artr6po-
dos, v tiene un alto potencial como agente de control.
Desde los inicios del laboratorio, se establecié un pro-
grama de aislamiento de cepas nativas de baculovirus
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con patogenicidad hacia el falso medidor de la col,
Trichoplusia ni, una de las plagas mas importantes de
las hortalizas de la regién. Este programa reditué una
serie de aislamientos que fueron sujetos a caracteri-
zacion ultraestructural, genética, patogénica y bio-
quimica, de donde se concluyé que existian dos tipos
basicos de virus de poliedrosis nuclear en la regién,
que atacaban a dicha plaga. Estas comparaciones se
extendieron hacia cepas relacionadas patolégicamente,
de diferentes regiones del mundo, llegandose a detec-
tar los inicios de divergencia filogenética entre las
cepas. De estos trabajos preliminares se derivaron
ofros, tanto basicos como aplicados, de consecuencias
muy interesantes, Uno de ellos probé que las cepas
mas virulentas podrian ser utilizadas como altermativa
de control en el campo, para lo cual se requeriria del
establecimiento de un centro de produccién masiva.
En los estudios basicos se descubrié una accién siner-
gistica enfre las dos cepas tipo, fenémeno totalmente
novedoso entre cepas de virus de poliedrosis nuclear.
Ademas, estos resultados dieron pie a una linea nueva
de investigacion en el laboratorio: el mejoramiento de
baculovirus por manipulacién genética.

En la actualidad se estan desamrollando en el Labo-
ratorio de Bioinsecticidas virus de poliedrosis nuclear
recombinantes, a los cuales se les estan integrando
genes de toxinas de diversos origenes, con el objeto de
incrementar la virulencia y disminuir el tiempo letal de
las cepas silvestres. Asimismo, se realizan las mutacio-
nes puntuales necesarias para cambiar la secuencia de
aminoacidos de la poliedrina, proteina que embebe a
los viriones, con el objeto de probar su efectividad en
la resistencia a los factores ambientales. Estas investi-
gaciones han requerido el establecimiento de técnicas
especializadas, como el mantenimiento y cultivo de
lineas celulares de insectos, v el desarrollo y utilizacién
de vectores de expresion eucaridticos con el sistema de
baculovirus. Estas técnicas marcan una primicia en
el pais.

Logros y perspectivas

Las perspectivas del laboratorio estan encaminadas,
tanto al apoyo para el desarrollo de bioinsecticidas a
nivel comercial, por parte de la iniciativa privada,
como al estudio basico de los microorganismos ento-
mopatogenos. Se planea sequir desarrollando la ma-
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nipulacién genética de dichos microorganismos con el
objefo de mejorarlos como agentes de biocontrol, v
para comprender su biologia v sus mecanismos de
infeccién.

Pasada la fase de establecimiento del laboratorio,
se comenzaron a ver los frutos de la produccién
cientifica. Hasta la fecha se han elaborado 13 tesis
de licenciatura (nueve graduados) y siete de maestria.
Tres tesis han sido distinguidas como la mejor tesis de
su tipo: una de licenciatura por la Sociedad Mexicana
de Control Biolégico, una de maestria por la misma so-
ciedad y ofra de maestria por la Sociedad Mexicana de
Entomologia. Actualmente estan adscritos al laborato-
rio un estudiante de licenciatura, oftro de maestria y
cinco de doctorado, ademas de un auxiliar v un téc-
nico. Los resultados de las investigaciones han apare-
cido en revistas nacionales e internacionales v han sido
presentados en ambos tipos de foros,

Fervientes creyentes del trabajo en colaboracién, se
ha interactuado estrechamente con diversas institu-
ciones nacionales v extranjeras. Cabe destacar entre
ellas a la University of California-Riverside, al Boyce
Thompson Institute for Plant Research, University of
Cambridge, Centro Internacional para el Mejoramiento
del Maiz y el Trigo (CIMMYT), Colegio de Post-
graduados en Agricultura, El Colegio de la Frontera
Sur (ECOSUR), Centro Interdisciplinario de Investi-
gacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR-
IPN), Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas
(ENCB-IPN), Universidad de Querétare, Instituto de
Investigaciones en Biologia Experimental (IIBE-U,
de Gto,). Sus efectos han conducido a la obten-
cién expedita y eficiente de resultados, v al man-
tenimiento de nexos con grupos lideres.

Desde su inicio en 1989, el Laboratorio de
Bioinsecticidas ha contado con el apoyo econémico
de agencias nacionales e internacionales;: World
Health Organization, International Atomic Energy
Agency, United Nations Development Programme,
International Development Research Center
(Canada), United Nations Industrial Development
Organization, entre las agencias internacio-
nales, v de agencias nacionales como el Consejo
Nacional de Ciencia v Tecnologia (CONACYT), v
diversas companias de nuestro pais v del extran-
jero,
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Figura 1. Corfe fransversal del infestino medio de la lava de
Prostephanus fruncafus, Note los microwilll (rrv). Escala = 20 (um)

El laboratorio de post-cosecha
de granos

En el medio rural de México y América Central el prin-
cipal problema de los granos almacenados son los
insectos, que provocan danos y pérdidas de conside-
racion. Para el combate de estos insectos los agricul-
tores usan nommalmente productos quimicos que,
ademds de caros, son peligrosos para la salud vy el
medio ambiente.

Uno de los objetivos del Laboratorio de Post-
cosecha de granos es estudiar el proceso digestivo de
los insectos primarios de almacén, tanto de adultos
como larvas, para establecer un método de control
apropiado sin tener que usar los insecticidas tradicio-
nales. Para conocer el proceso digestivo de los insec-
tos, se hace necesario el uso de:

(a) Microscopia electrénica, para el conocimiento
de |a estructura externa e intema de los intestinos de
los insectos. Por medio de esta técnica se ha podido
comprobar que por ejemplo la larva de Prostephanus
truncatus, un insecto primario para el maiz en el
campo y en el almacén, carece de membrana
peritréfica (figura 1), la cual sirve entre ofras cosas
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Figura 2. Cone transversal del intestino medio del odulto de
Prostephariys truncatus: Note 1a memberana petifiofica [mg) cu-
briendo los micevill, Escala = 20 (um)

como proteccion fisica v microbiana. Esta membrana
una vez desanrollada en el estado pupal, es posible en-
contraria en el estado adulto (figura 2). Con lo anterior,
es posible llevar a cabo el control de este insecto
usando inhibidores, que pueden ser de origen natural
o bacteriano, para que interfieran en la sintesis de esta
membrana periférica, que es de naturaleza quitinosa.

(b) Microbiologia, para determinar la presencia de
los microorganismos en los insectos, Esto nos lleva a
conocer los microorganismos gque sean patogenos para
poder desarrollar bioinsecticidas vy efectuar un control
biolégico, mientras que los microorganismos no-paté-
genos nos daran idea del papel fisiclégico de éstos en
los insectos, asi como de su potencial como plagas
de los productos agricolas. Por ejemplo, la presen-
cia de microorganismos celuloliticos, detectados por
primera vez, en el tracto digestivo de Prostephanus
truncatus nos sugiere que este insecto es capaz de
maniener poblaciones altas de un ciclo de maiz a otro
y de ser una plaga en potencia para cualquier material
agricola.

(c) Bioquimica, para dilucidar el pH de los intesti-
nos Y las enzimas involucradas en el metabolismao de
los insectos. El conocimiento de estos aspectos bio-
quimicos nos lleva a percatarnos de las armas biol6gi-
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Figura 3. Zimegrama con la actividad protecliica del extracto
crudo del infestine de la lava de Prostephanus fruncatus. (1) P.
fruncatus de Mexico. (3) P, fruncaius de Togo y [§) P tuncalus
de Tanzania

cas con los que estan equipados los insectes para el
mejor aprovechamiento del alimento y de esta manera
también saber el tipo de substancias que pueden ser
empleadas para inhibirlas y posteriormente desarrollar
plantas transgénicas con la informacion especifica para
su autodefensa. Otro aspecto de interés es el de em-
plear herramientas bioquimicas con el objeto de clasifi-
car taxonomicamente a los insectos. Por ejemplo, se ha
determinado que las proteinas que presentan actividad
proteolitica, detectada por zimogramas, es diferente en
Prostephanus truncatus procedentes de México, Tanza-
nia v Togo (figura 3). Estos insectos presentan carac-
teristicas morfolégicas similares, haciendo dificil la
diferenciacién entre ellos.

Los estudios antes mencionados nos llevaran a un
mejor entendimiento de la competitividad de los insec-
tos con el hambre por el alimento, asi como combatir-
los racionalmente elaborando un manejo integrado en
el que intervengan, ademas de productos quimicos,
productos naturales v la autodefensa de la planta al
proporcionarle la informacién genética necesaria. @\
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XV Aniversario de la Unidad Irapuato

Virus de plantas:
cterribles patégenos o
inferesantes modelos
de estudio?

Rafael Rivera Bustamante y
Laura Silva Rosales

Los autores son investigadores del Departamento de Ingenieria
Genética de la Unidad Irapuato del Cinvestay. En este arficulo se
utilizan los nombres de los virus en espafol y las abreviaturas
oficiales aprobadas por el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus, debido a que en algunos casos existen varias traducciones.
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a agricultura estd constantemente amenazada

por diversas situaciones adversas tanto del tipo

bidtico: enfermedades v plagas; como abiético:
sequia, heladas, danos mecanicos (granizo, vientos),
etc. En el caso de las enfermedades, sobresalen las
ocasionadas por virus ya que una vez que una planta
se infecta con un virus, no es posible curarla en térmi-
nos practicos. Segun la definicion actual de virus,
“paquete de una o mas moléculas de ARN o ADN de
cadena doble o sencilla normalmente encapsidadas en
cubiertas de proteinas o lipoproteinas, el cual es capaz
de organizar su propia replicacion dentro de una célula
hospedera adecuada”, su diversidad es bastante consi-
derable. Tan solo en el caso de los virus fitopatégenos,
el Comité Internacional de Taxonomia Viral reconoce
45 familias, de las cuales el 80-85% contiene ARN en
su genoma v el resto contiene ADN. Desde el punto de
vista fitopatolégico, dos grupos han destacado por la
importancia de los danos ocasionados en la agricul-
tura, los geminivirus y los potyvirus.

En el estudio de los virus se pueden definir facil-
mente dos vertientes importantes. Por un lado, el as-
pecto patogénico, es decir, su caracterizacion Y
deteccion, el diagnéstico de las enfermedades que pro-
ducen, su epidemiologia, su interaccion con el orga-
nismo receptor y los sintomas que le inducen, etc. Por
otro lado, en la historia de las ciencias biologicas tam-
bién es facil detectar el impacto que ha tenido el uso
de los virus como modelos para estudiar conceptos
mas bésicos. Recuérdense simplemente los trabajos
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con bacteri6fagos (virus de bacterias) que sirvieron
para determinar la naturaleza del material genético,
para establecer el concepto de ARN mensajero, etc.
Mas recientemente, algunos virus de animales (SV40,
adenovirus, etc.) han sido muy importantes en estudios
de regulacion de la expresién génica, transduccion de
senales, etc. En el caso de virus fitopatégenos, la si-
tuacién es muy similar, En este articulo, presentaremos
las lineas de investigacion que se estan llevando a cabo
en la Unidad Irapuato con geminivirus y potyvirus en
los dos tipos de enfoque mencionados.

Los geminivirus

Los geminivirus son virus fitopatégenos cuyo genoma
esta constituido por una o dos moléculas de ADN de
cadena sencilla (ADNcs). Su nombre deriva de la mor-
fologia de su particula, ya que vista al microscopio
electrénico semeja dos poliedros regulares idénticos
unidos por uno de sus lados (gemini = gemelos). De
acuerdo con el vector que los fransmite, huésped que
infectan y estructura genomica, se pueden clasificar en
tres subgrupos bien definidos. Los modelos manejados
en nuestro laboratorio pertenecen al subgrupo Il que
esta formado por virus bipartitas (dos componentes

b
e

genomicos, A y B) que infectan dicotiledéneas (jito-
mate, chile, tabaco, etc.) y son transmitidos por mos-
quita blanca (Bemisia tabaci).

Aunque hay antecedentes muy antiguos sobre el
efecto de geminivirus, no fue sino hasta 1894 que se
reporté un estudio sobre el mosaico de la yuca, enfer-
medad de importancia econémica en Africa causada
por el virus africano del mosaico de la yuca (ACMV). A
principios del presente siglo se informé sobre los virus
del estriado del mafz (MSV), v del enchinamiento api-
cal del betabel (BCTV). Sin embargo la caracterizacién
de algunos de estos virus se logré en la década de los
anos 70. Estos trabajos sirvieron para que se recono-
ciera oficialmente a los geminivirus como grupo inde-
pendiente en 1978.

En México, el primer reporte sobre geminivirus en
1978 describié una enfermedad en jitomate con enchi-
namiento de las hojas, cuyo patégeno fué denominado
virus del chino del tomate (CdTV). Sin embargo a fina-
les de la década de los 80, el nimero de enfermedades
asociadas a geminivirus aumenté considerablemente v
éstos se volvieron el problema fitopatolégico nimero
uno en la horticultura. Los cultivos de chile, jitomate,
calabacita, tomatillo, etc. mostraron serios danos en
casi todas las regiones del pais.

Una de las enfermedades, el rizado amarillo del
chile detectada en Tamaulipas, ha sido ampliamente
estudiada en nuestro laboratorio. Dos geminivirus in-
volucrados han sido aislados, clonados v caracterizados
molecularmente. Uno de ellos fue denominado virus
huasteco del chile (PHV) v fue el primer geminivirus
caracterizado molecularmente en México.

Desafortunadamente, el ndmero de virus aun sin
caracterizar es bastante importante y su diseminacién
es cada vez mas amplia. La diseminacion de los
geminivirus puede ser explicada por cambios recientes
en las condiciones agronémicas, entre ellos: el incre-
mento de las poblaciones de insectos-vectores, la intro-
duccién de un nuevo biotipo de mosquita blanca, la
aparicion de vectores con resistencia a insecticidas,
cambios en el patrén de cultivos que favorecen la pre-
sencia de cultivos susceptibles durante todo el ano e
impiden que se rompa el ciclo del vector, etc. Sin em-
bargo, una pregunta importante permanece sin ser
contestada: dde dénde vienen estos nuevos gemi-
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Figura 1. Mopa genomico del virus huasteco del chile. ARl codifica para lo poteing de la capside. ALl para Rep, profeina Iniclodomna de
la replicacion. AL2 proteina fransactivadora de la franscripcion. BU y BRI proteinas del movimiento,

nivirus? Una posibilidad es que cada region tenga una
poblacién endémica de geminivirus principalmente res-
tringidos a malezas, v solo recientemente han encon-
trado las condiciones para invadir cultivos comerciales.
La ofra alternativa es la introduccion interregional de
geminivirus. Estudios en nuestro laboratorio sugieren
que las dos opciones son posibles. Por un lado, se han
caracterizado molecularmente varios geminivirus y se
ha verificado que son geminivirus no presentes en nin-
guna ofra area del mundo. No obstante, también se ha
notado que algunos de estos geminivirus se han estado
diseminando en diferentes areas del pais v en algunos
casos reemplazan a las poblaciones locales, Por ejem-
plo, PHV fue primero detectado en Tamaulipas en cul-
tivos de chile, mientras que en Sinaloa los cultivos de
jitomate eran afectados por otros virus (chino del to-
mate). Recientemente hemos detectado a PHV en to-
das las regiones tomateras de Sinaloa como virus
principal en infecciones mixtas: Esto sugiere que PHV
se ha adaptado a este cultivo y ha ido desplazando o
formando complejos con los virus previamente identifi-
cados en Sinaloa. Esto presenta a PHV como un
modelo interesante de estudio tanto a nivel fitopa-
tolégico como a nivel molecular.

PHV como modelo en biologia
molecular

PHV es un geminivirus bipartita (componente A de
2631 bases, y el B de 2589) capaz de infectar chile, to-
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mate y tabaco. Su organizacién genémica es similar a
la de otros geminivirus bipartitas (figura 1). La compara-
ci6n de secuencias génicas de PHV con los de otros
geminivirus bipartitas sugiere que PHV puede ser un
virus hibrido entre geminivirus del viejo y del nuevo
mundo, es decir, algunas proteinas (proteina de la cap-
side) muestran elevada similitud a proteinas equivalen-
tes de ofros geminivirus reportados en América,
mientras gue ofra proteina (Rep) muestra mas similitud
con las proteinas equivalentes de geminivirus de Alfrica
y Europa.

Debido a las caracteristicas de los geminivirus
(genoma pequerio de ADN, replicacion en el nicleo de
la célula vegetal, etc.) hemos decidido utilizar a PHV como
modelo para estudiar varios aspectos bésicos, por ejem-
plo, la regulacién de la expresion génica en plantas y el
movimiento de los virus en las plantas infectadas,

Para estudios de regulacién de la expresion se fu-
sionaron los principales promotores virales al gen re-
portero uidA (P-glucuronidasa, GUS) y se obtuvieron
plantas trangénicas de tabaco con dichas construc-
ciones guiméricas. Siguiendo la expresion del gen re-
portero podemos detectar en qué tejidos se encuentran
las condiciones apropiadas para que los genes virales
se expresen. Por ofro lado, podemos ver qué factores
externos pueden afectar esa expresion, v finalmente,
por medio de deleciones y mutaciones de los promo-
tores podemos detectar qué regiones son importantes
en cada caso.
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Figura 2. Diagrama del ciclo biolégico de un geminivirus. La re-
pllicacion se lleva a cabio en el nucleo de la célula hugsped uti-
zando el mecanismo de circulo rodants.

Los resultados muestran que los genes del compo-
nente A (proteina de la capside y Rep) se expresan
principalmente en haces vasculares (floema). Asi-
mismo, se encontré una expresion bastante fuerte en
los tejidos meristematicos de la planta. Por otro lado,
los promotores de los genes del componente B (protei-
nas del movimiento) muestran una expresién en
mesofilo y haces vasculares secundarios. Esto pudiera
sugerir gue ambos componentes tienen un origen distinto,

Estudios en ofros laboratorios han demostrado que
el promotor del gen de la proteina de la capside puede
ser activado por la proteina viral AL2 (TrAP). En el
caso de PHV, por medio de analisis teérico-experimen-
tales hemos delimitado el sitio de accion de AL2 al cual
denominames: Elemento Tardio Conservado (CLE,
por sus siglas en inglés). Este elemento de ocho bases,
GTGGTCCC, fue suficiente para conferir la capacidad
de responder a la transactivacién por AL2, Sin em-
bargo, parece ser que esta secuencia pudiera tener
traslapados ofros elementos importantes en la ex-
presion especifica de tejido ya que plantas transgénicas
que contienen el gen reportero GUS, y un promotor
que incluye dos copias de elemento CLE, presentaron
una expresion similar a la del promotor completo del
cual proviene la secuencia.

Ensayos de mutagénesis han mostrado que el gen
de la proteina de la capside del PHV es dispensable, va
que diversas mutantes del virus en ese gen pueden aun
infectar plantas de chile y producir sintomas similares a
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Figuta 3. Micrografia de particulas del virus del miosaico cormin
del frijol (BCMV) cbservadas en micioscopio electidnico de trans-
mision con fincion negafiva. Lo longitud promedio de uno
paricula es de 700-200 nm,

los producidos por el virus silvestre, en tiempos igual-
mente similares. Sin embargo, plantas de tabaco infec-
tadas con algunas de estas mutantes presentaron un
retraso considerable en la aparicion de sintomas. Estos
y ofros resultados relacionados sugieren que el PHV
tiene dos formas de moverse: una como &cido nucleico
sin encapsidarse (aunque probablemente en asociacion
con ofras proteinas), y otra como particulas virales.
Ademas sugieren que en algunas plantas ambos tipos
de movimientos son importantes (fabaco) mientras que
en ofras, el sequndo tipo no es requerido.

Los potyvirus

Los potyvirus son el grupo viral que méas miembros
tiene v por lo tante son pocos los cultivos que escapan
a su infeccién. Los petyvirus son particulas en forma
de varilla flexible (figura 3) y tienen genomas de ARN
en sentido positivo con un tamano de aproximada-
mente 10,000 bases. El genoma tiene la particularidad
de traducirse como una tnica y grande poliproteina.
Esta lleva a cabo su propio procesamiento, por medio
de varias proteinasas, para dar lugar a los diferentes
componentes proteicos. Las proteinasas son parte de la
poliproteina (figura 4). En este sentido, este tipo de vi-
rus se procesa en una forma muy semejante al virus de
la poliomielitis que infecta a humanos.

Los potyvirus en México no han sido todavia muy
estudiados v ésta es una de las razones por las cuales
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Figura 4, Esguema representando a la polipmteing resultante de la fraduccién del genoma de ARN del virus del jaspeado del tabaco
{TEV). Los pesos moleculares de |as proteinas estan indicades en cada una de las cajas representando 1as proteinas, El nombre se in-

dica en'la parte superior y su funclon en la parte infetor,

queremos conocer mas sobre su incidencia en diferen-
tes cultivos. Por ofro lado, el impacto gue causan en
varios de los cultivos hace necesario conocer mas a
fondo sus procesos de replicacion e interaccién con la
planta huésped a fin de poder manipular genéti-
camente algunos de sus genes y conferir resistencia a
los cultivos de interés que infectan,

Los potyvirus que hemos aislado son: el virus del
jaspeado del tabaco (TEV) en plantas de fabaco y to-
matillo; el virus del mosaico comtin del frijol (BCMV) y
por tltimo el virus de la mancha anular de la papaya
(PRSV). Aun cuando estos tres virus pueden estar pre-
sentes en una misma regién geografica, los estragos
que causan pueden ser diferentes. Por ejemplo: el
BCMV tiene un mayor impacto econémico en el centro
del pafs, pero no en la parte norte.

En cuanto al PRSV, el aislado viral de Veracruz es
mucho més severo que un aislado de Chiapas. Actual-
mente estamos en el proceso de extraer, purificar,
clonar y secuenciar estos aislados. El propésito practico
de este proyecto, a mediano plazo, es el de obtener pa-
payas transgénicas resistentes al virus de la mancha
anular de la papaya. A largo plazo, se piensa en la
posibilidad de utilizar el sistema PRSV-papaya y
BCMV-frijol como modelos de estudio para entender
procesos de la interaccion patégeno-huésped; por
ejemplo, transmisién del virus a través de semilla. El
BCMV puede transmitirse por semilla hasta en un 40%
mientras que el PRSV no es transmisible por esta via.

Potyvirus commo modelos de
inferaccion planta-patégeno
Este tipo de estudios ha estado enfocado al sistema

TEV-fabaco. Se ha generado un gran nimero de lineas
transgénicas de tabaco que expresan genes no estructu-
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rales del TEV. Como resultado del anélisis de resisten-
cia al TEV, se encontraron diferentes fenotipos: alfa resis-
tencla (inmunidad), susceptibilidad v recuperacion (lineas
inicialmente resistentes al virus que logran recuperarse
de la infeccién después de un tiempo). Este tltimo tipo
de respuesta es la que nos ha llamado en particular la
atencion. Si bien no es la primera vez que la reportamos,
anteriormente la habiamos observado tinicamente en plan-
tas transgénicas de tabaco que expresan formas com-
pletas del gen estructural de la proteina de la capside del
virus. En plantas transgénicas de tabaco obtenidas recien-
temmente v que expresan genes no estructurales, este
fenotipo de recuperacion es muy frecuente. La interro-
gante inicial que nos hemos hecho respecto a este fend-
meno de recuperacion es; épor qué es necesario que el
virus esté presente para desencadenar este tipo de res-
puesta? (recordemos que las plantas carecen de un
sistema inmune que contrarreste a microorganismos
causantes de enfermedades). Obtuvimos la primera parte
de la respuesta haciendo una serie de comparaciones
entre plantas recuperadas de la infeccién (plantas que
han estado en contacto con el virus), v plantas que no
han sido retadas o inoculadas con el TEV. Observamos
que los niveles de transcrito (ARNm) derivado del
transgen se ven fuertemente abatidos en aquellas plan-
tas que ya se han recuperado de la infeccion. Es decir,
como requisito para que haya una disminucion tanto
del mensajero derivado del transgen, como del ARN
viral, es necesario que haya una adicién de los ARNs
provenientes de las dos fuentes, la viral y la trans-
génica. Esta respuesta quedé confirmada al observar
que las velocidades de transcripcién de los transgenes de
las plantas no retadas v las recuperadas son las mismas.

Posteriormente nos preguntamos, ¢qué papel juega
el ARN viral cuando infecta a la planta? Al adicionar el
ARN viral es posible que los niveles de ARN mensa-
jeros con una secuencia en particular, la del transgen
derivada de la secuencia viral y la de una parte del
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genoma viral, suban a tal nivel que la célula huésped
detecte de alguna manera esos niveles elevados e inicie
un mecanismo de degradacién de estos ARNs en ex-
ceso haciendo a la planta resistente. Efectivamente,
cuando comparamos velocidades de transcripcién del
transgen entre plantas transgénicas susceptibles y resis-
tentes notamos que las plantas susceptibles tienen ba-
jas velocidades de transcripcion y, por lo tanto, la
adicion del ARN viral no es suficiente para sobrepasar
los niveles maximos de ARN aceptados por la célula.
En consecuencia el mecanismo de degradacién de
ARN en exceso no se dispara. Por ofro lado, las plan-
tas inmunes tienen elevadas velocidades de franscrip-
cién del transgen vy, por lo tanto, los mecansimos de
eliminacién del ARN en exceso ya estan encendidos
antes de la entrada de ARN viral. Este tipo de meca-
nismo habla de una forma de regulacién genética pos-
transcripcional (a nivel de ARN mensajeros).

¢Que componentes estarian formando parte de ese
mecanismo? Para que este tipo de respuesta se de en
forma rapida (la recuperacién es detectable visula-
mente a los 10-25 dias después de la inoculacién viral),
se requiere de informacién que esté previamente dis-
ponible en la célula. En este sentido, se ha detectado
que hay una enzima en algunas plantas que es la ARN-
polimerasa dependiente de ARN (RdRp) v que esta
enzima aumenta su actividad considerablemente des-
pués de un ataque viral. Esta enzima tiene la particu-
laridad de tomar como templade ARN vy al copiarlo
polimeriza pequenos ARNc que, una vez sintetizados,
pueden permanecer unidos a la secuencia del tem-
plado o pueden disociarse y unirse a otros templados.
La consecuencia inmediata de la formacién de estas
dobles cadenas de ARN, es que actuarian comeo sus-
trato para RNAasas especificas de doble cadena. De
esta manera, el virus entrante es utilizado como tem-
plado por la RdRp v rapidamente eliminado de la
célula toda vez que el mecanismo de eliminacion de
ARN va ha sido encendido. Este sistema de vigilancia
de niveles de ARN esta dirigido a secuencias particu-
lares que se sobreexpresan y de aqui que las resisten-
cias observadas al virus sean altamente especificas.

La especificidad de resistencia a los virus es tan alta
que al retar la planta con ofro tipo de potyvirus (virus Y
de la papa). las plantas que va tienen el sistema de de-
caimiento de ARN encendido no son resistentes a este
nuevo virus que comparte una homologia a nivel de
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secuencia de nucledtidos de un 80%, sino unicamente
al virus del cual se derivé el transgen (TEV). Actual-
mente nos encontramos tratando de comprobar si este
modelo es valido.

Como conclusién, podemos decir que ademas de
tener la posibilidad de disenar estrategias de proteccién
contra virus, utilizando técnicas de ingenierfa genética,
tenemos una serie de plantas resistentes a virus que
nos abren la posibilidad de estudiar de manera mas
fina los procesos por los cuales estas plantas son resis-
tentes a enferemedades virales. Ademas, nos facilita
la diseccién fina de los mecanismos de regulacién
de genes a diferentes niveles dentro de la célula
huésped. @
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Hongos y medio ambiente

Los hongos estan agrupados en uno de los cinco reinos
en los que se han dividido los organismos vivos. Se
caracterizan por su tipo de nufricion, su estructura celu-
lar eucaridtica, su incapacidad fotosintética v la com-
posicién quimica de su pared celular. La importancia
de los hongos en la naturaleza dificilmente puede ser
sobrevalorada. Dentro de las relaciones que establecen
con el medio ambiente podemos senalar los siguientes
aspectos:

(1) Biodegradacion. L.os hongos destruyen todo tipo
de materia orgénica, interviniendo en los ciclos del C,

del N, etc.

(2) Colonizacién. Los hongos son los colonizadores
mas eficientes; invaden y destruyen o afectan a semi-
llas, frutos, objetos, etc. Por ofro lado se asocian con
raices de diversas plantas favoreciendo su crecimiento.

(3) Patogénesis en animales, incluyendo al hombre.
Los hongos causan enfermedades superficiales y pro-
fundas, las cuales han adquirido mayor importancia
por el uso masivo de antibidticos, v por el ad-
venimiento de condiciones de inmunodeficiencia de
distintos origenes, incluyendo virales como el SIDA.

(4) Produccion de toxinas. Las variadas toxinas pro-
ducidas por los hongos estan entre las de mas alto
riesgo. Quizas las mas peligrosas sean las aflatoxinas



cuya accién mutagénica y cancerigena las hace doble-
mente temibles. Por ello causan severas pérdidas en la
agricultura, va que los productos contaminados deben
ser descartados. Algunos hongos liberan productos
{éxicos a la atmosfera.

(5) Control biologico. En el ofro extremo estan los
honges que por su capacidad de atacar y destruir
nematodos, insectos y otros hongos nocivos, pueden
ser utilizados como armas para el control biolégico de
plagas.

(6) Produccion de substancias v derivados de interes
economico. Diversos hongos son comestibles, lo que
los constituye en una atractiva fuente alimenticia. En
forma artesanal, diversos alimentos tradicionales como
el pozol o el koji, por ejemplo, se obtienen por accién
de diversos hongos en varios paises. Los hongos se
utilizan en la produccién de bebidas alcohélicas y desti-
lados, Mediante su capacidad biodegradativa, los hon-
gos se utilizan en la transformacién de productos
extranos, desechos agricolas, hidrocarburos, etc. Por
medio de otros procesos industriales, los hongos son
empleados para la obtencién de acidos organicos, vi-
taminas, antibiéticos, enzimas, etc. Finalmente cabe
senalar que mediante procesos de DNA recombi-
nante, diversos hongos se estan empleando en la ac-
tualidad para la sintesis de proteinas heterélogas de
diferentes origenes, incluso humano.
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(7) Patogénesis en plantas. Los hongos son los prin-
cipales patégenos de plantas. Atacan a todos los vege-
tales silvestres v cultivados, su incidencia y persistencia
dificultan su control. Debido a esta capacidad, son
causantes de severas pérdidas economicas e, indirec-
tamente, de malnutricién y de pérdidas de vidas hu-
manas. Se ha calculado que por su actividad patégena
y de destruccion postcosecha, los hongos son res-
ponsables de la pérdida de mas del 30% de las
cosechas en el mundo. Cabe senalar que en la agricul-
tura modema, algunas practicas han aumentado el po-
tencial desiructivo de diversos patégenos. Dichas
practicas incluyen el uso de de plantas genéticamente
similares, el uso de cultivares susceptibles a patégenas,
y el uso de fertilizantes a concentraciones que incre-
mentan la susceptibilidad de las plantas a enfer-
medades. Por ello, el control de enfermedades en
plantas depende en gran medida del uso de fungicidas.
De ahi la importancia de avanzar en el estudio de las
relaciones entre los hongos v las plantas.

Diferenciacion

Ha sido reconocido que nuestra incapacidad para con-
trolar a los hongos es debida a la escasa investigacién
que se ha realizado en anos recientes sobre sus aspec-
tos basicos, excluyendo los estudios intensivos que se
han efectuado con la levadura Saccharomyces cere-
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Fig. 1 Micelio de Ustiiago maydls.

visige. Esta deficiencia dificilmente puede ser com-
prendida si se parte del concepto desarrollado por
Kluyver sobre la bioquimica comparada, donde los
hongos han sido empleados precisamente como mode-
los biolégicos en el estudio del metabolismo interme-
diario, del crecimiento, de los fenémenos de senectud,
y los ritmos circadianos. Los estudios con levaduras
han sido criticos para nuestro conocimiento del ciclo
celular y su regulacién; asi como de la funcion génica,
a través de los analisis de homologia enire proteinas y
la clonacion en levaduras de genes con funcion
homéloga provenientes de diferentes organismos. Es
quizas en el analisis de los fenémenos que son diferen-
tes en los hongos, comparativamente con otros siste-
mas, y gque son los que les dan aquellas caracteristicas
especificas que los hacen ya sea utiles o nocivos, en
donde se ha avanzado escasamente en tiempos re-
cientes.

En nuestro laboratorio, en los tltimos anos hemos
analizado diversos aspectos del desarrollo de los hon-
gos v establecido homologias y diferencias con ofros
sistemas bioldgicos para comprender los fenémenos de
diferenciacion y morfogénesis. La dilerenciacion es el
fenémeno mediante el cual las células de un organismo
se especializan. El caso de la célula huevo de un ani-
mal, a partir de la cual se forman los diferentes tipos de
células que constituyen a los distintos tejidos v 6rganos,
es un claro ejemplo de esta capacidad. La morfogéne-
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sis es la serie de eventos que dan lugar al desarrollo de
un individuo a partir de la célula original. Por sus ca-
racteristicas, los hongos constituyen modelos simples
de estudio para el andlisis de estos fenémenos. Su
analisis comparativo con organismos superiores puede
permitir definir las diferencias mas importantes gue
caracterizan a este grupo de organismos. Por simplici-
dad en el enfoque del problema y para facilitar su estu-
dio, la diferenciacion se puede dividir en cuatro dife-
rentes etapas:

(1) Pecepcion del estimulo extracelular que dispara
el fenémeno diferenciativo. Para que ocurra este
fenémeno se requiere de la existencia de un receptor
adecuado en la célula.

(2) Traduccion de la informacién recibida en ele-
mentos comunes que puedan ser descifrados por la
célula estimulada. Esta fase corresponderia a la des-
codificacion de la senal recibida.

(3) Cambio de programa genético, Esta fase involu-
cra el "apagamiento” de algunas funciones celulares, y
el "encendido” de ofras, lo que permite que la célula se
adapte a su nueva fisiologia. La regulacién de estos
fenémenos puede tener lugar a nivel de sintesis de
RNA (transcripcion), a nivel de sintesis de proteinas
(traduccién), o a nivel posterior (postraduccional).

(4) Respuesta final. En esta fase ocurren los cam-
bios funcionales y estructurales que permiten a la celu-
la asumir sus nuevas funciones. A nivel celular, esta fase
puede ser considerada homéloga con la morfogénesis.

Durante el crecimiento de los hongos pueden dis-
tinguirse algunos fenémenos que cumplen con los re-
quisitos de la diferenciacion. Estos son: la germinacion
de las esporas, la esporoferogénesis o formacion de
estructuras reproductivas, v la ‘esporulacién. Todos
estos fendmenos pueden ser sexuales o asexuales,
Debe citarse ademéas un fenémeno reversible llamado
dimorfismo, que es la capacidad que tienen algunos
hongos para crecer en forma esferoidal (levaduras), o
cilindrica (micelio), dependiendo de las condiciones
ambientales. Este ultimo fenémeno tiene gran impor-
tancia ya que la mayoria de los hongos patégenos para
el hombre, v muchos fitopatégenos son dimérficos, v
presentan distintos patrones de crecimiento en sus
fases saprofitica y parasita.

29



Durante los estudios de la diferenciacion realizados
por nuestro grupo de investigacién hemos manejado
distintos modelos y diferentes aspectos, tanto tedricos
como de posible aplicacion practica. Los estimulos que
desencadenan la diferenciacién en los hongos son muy
variados, vy dependen de cada estadio especifico. Por
ejemplo, la germinacién de las esporas puede ser es-
timulada por la presencia de nutrientes, por un choque
térmico, o por la accién de substancias especificas. En
el caso de las transiciones dimorficas, éstas pueden ser
inducidas por choques térmicos, cambios de pH. o nu-
trientes especificos. El caso de los patégenos humanos
es interesante, va que la morfologia del estado pa-
togénico es inducida por un choque térmico de cerca
de 37°C, es decir, la temperatura del huésped.
Nosotros hemos demostrado que en el patdgeno opor-
tunista Mucor rouxii, cuya morfologia no se afecta en
las formas sapréfita y parasita, el efector morfogenético
es el potencial Redox, ademas de la represion cata-
bélica’. Ustilage maydis, cominmente conocido como
huitlacoche, es un patégeno del maiz el cual crece
como levadura haploide en su forma sapréfita, y como
micelio dicariético en su fase paré\sita?'. Nosofros hemos
demostrado que el crecimiento a pH &cide induce la
miceliacion en la fase haploide saprofitica. El ais-
lamiento de mutantes incapaces de crecer micelial-
mente en esas condiciones nos ha permitido demostrar
la relacién que existe entre miceliacién v patogénesis,
va que los diploides homozigéticos de dichas mutantes
no son patégenos. Estudios preliminares nos han per-
mitido extender esta observacion a Ustilago hordei, un
patogeno importante de la cebada. Estos estudios
tienen el interés de que permitiran un analisis mas sim-
ple de los genes de patogenicidad en éstos y ofros hon-
gos relacionados que causan las enfermedades
conocidas como "carbones’.

Es evidente que la expresién de genes especificos
requiere de la accién de factores transcripcionales con
alto grado de selectividad, pero nuestros estudios sobre
los factores involucrados en el cambio de programa de
desarrollo nos han permitidoc demostrar que las
poliaminas actilan como mensajeros generales en este
proceso. La inhibicion de la sintesis de poliaminas por
substancias que bloquean a la primera, y mas regu-
lada, enzima de la cadena biosintética, la omitina-des-
carboxilasa (ODC), origina la detencion de diferentes
fenomenos diferenciativos: germinacion de esporas,
esporulacion y transicion dimérfica, en todos los hon-
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gos analizados, incluidos los patégenos humanos Can-
dida albicans y Paracoceidioides brasiliensis, lo que
plantea a la ODC como un posible blanco
quimioterapéutico. Este bloqueo se elimina por la
adicién del producto de la ODC, la putrescina. El em-
pleo de mutantes en ODC, ya sea puntuales de Asper-
gillus nidulans, o generados por substitucién del gen,
en el caso de U, maydis., confirmaron estos resultados.
Datos preliminares sugieren que las poliaminas requ-
lan la transcripcion de genes especificos, El analisis de
la produccion de micotoxinas en Aspergilli, nos ha per-
mitido demostrar su control simultdneo con la diferen-
ciacién (esporulacion). Esta observacién abre nuevas
perspectivas para el control de la produccién de mico-
toxinas. Ofro factor que hemos reconocido como im-
portante en la expresién selectiva de genes, es el
estado de metilacién del DNA. Hemos demostrado que
la activacion de algunos genes durante el desarrollo,
como el gen CUP de M. rouxii, requieren su previa des-
metilacion. El fenémeno parece ser universal a los hon-
gos, yva que mediante la técnica de AFLP, hemos
demostrado la ocurrencia de metilacién diferencial del
DNA durante la transicion dimoérica de M, rouxii, U
maydis y Yarrowia lipolytica.

La morfogénesis en los hongos depende en ultima
instancia del mecanismo de crecimiento de la pared
celular, la cual se caracteriza por la presencia de qui-
tina, un polisacarido ausente en plantas v animales su-
periores, lo cual lo hace ofro blanco importante para el
control de los hongoss, La pared del micelio crece api-
calmente, en tanto que la de las levaduras lo hace casi
isodiamétricamente, debido a la deposicién selectiva
de la quitina. Nuestros estudios previos nos permi-
tieron demostrar que la quitina sintetasa se transporta
en microvesiculas especializadas, que denominamos
quitosomas, a los sitios de crecimiento de la pared.
Esta movilizacion depende de gradientes de calcio
cuya destruccion origina el cese inmediato del cre-
cimiento. Analisis por microscopia electrénica de Phy-
comyces blakesleeanus sujeto a fotoestimulacion, nos
llevaron a concluir que la reaccién morfogenética de-
pende de la movilizacion selectiva de los quitosomas.
Utilizando anticuerpos contra la quitina sintetasa esta-
mos estudiando actualmente la via de movilizacién de
la enzima y los quitosomas en la célula. Por otro lado,
nuestros estudios sobre la clonacién del gen de quitina
sintetasa en U/ maydis han revelado una familia for-
mada por cuatro genes estructurales, cualquiera de los
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Fig. 2 Esporangias (A, B, Cy F): cospora (D) y cogonia con-anteridio anfiging (E] de Phytophtora capsicl.

cuales es dispensable. Este es un fenémeno comun en
los hongos, cuyas implicaciones funcionales v evoluti-
vas apenas empezamos a vislumbrar, Aunque atn es
prematuro elaborar un modelo integral del fenomeno
diferenciativo de los hongos, es claro que en un futuro
no lejano podremos colocar las distintas piezas del
rompecabezas para comprender mejor la biologia de
estos organismos v disenar estrategias racionales para
su mejor utilizacion o su control.

Patogenesis en Phyfophtora spp

Los agentes fitopatogenos han sido causantes de con-
siderables pérdidas en los cultivos a través de la histo-
ria de la agricultura; por ejemplo, el tizén tardio de la
papa, enfermedad causada por Phyrophthora infestans,
provoco indirectamente el hambre de miles de irlande-
ses en el siglo pasado.

Se sabe desde hace mas de un siglo que en
cualquier enfermedad infecciosa se lleva a cabo una
serie de eventos sucesivos que propician el desarrollo y
la constancia de la enfermedad v del patégeno. A esta
cadena de eventos se le denomina ciclo de la enfer-
medad. El ciclo de la enfermedad incluye los cambios y
sintomas que sufre una planta, asi como los que se
producen en el patdgeno. Los eventos principales del
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ciclo de una enfermedad incluyen inoculacién, pene-
tracion, infeccién, crecimiento, reproduccion, disper-
sion y sobrevivencia del patégeno. En los tltimos 30
anos se ha dedicado un gran esfuerzo al entendimiento
de los procesos que frae consigo la patogénesis en las
plantas. A pesar de la informacién que se ha generado
en cuanto a la fisiclogia de la patogénesis vegetal, ain
no se ha llegado muy lejos. Con los adelantos moder-
nos de las técnicas de genética molecular se espera que
el progreso en la comprension de estos eventos se vea
acelerado. La comprensién de cémo estos hongos in-
fectan a las plantas es limitada cuando se compara con
ofros aspectos del desarrollo celular de los hongos. Por
ofra parte los hongos fitopatégenos son capaces de cre-
cer sobre materiales poliméricos como tnica fuente de
carbono. Esta utilizacion lleva implicita la secreciéon
de enzimas hidroliticas. En el caso de las interacciones
de los hongos con las plantas se sugiere que las espo-
ras flingicas v las plantas empiecen a comunicarse mu-
tuamente tan pronto como tienen contacto. De esta
forma las senales de la planta pueden disparar la ger-
minacion de las esporas fungicas. Las bases molecu-
lares de tal interaccién atn no han sido entendidas.
Las senales de la planta también encienden la ex-
presion genética del hongo, permitiéndole penetrar las
barreras protectoras del hospederod.

Nuestro modelo de estudio es el hongo Phyto-
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phthora De Bary (Fig. 2) cuyo nombre deriva del Grie
go phyton por planta v phthora por destruccién. El
género ha sido muy bien nombrado considerando que
todas las especies son patégenas de cultivos de impor-
tancia econémica, Muchas especies se aislan de suelo
donde atacan raices; ofras de partes aéreas donde
causan pudriciones de cuello de tallo, céancer en fron-
cos, marchitez de ramillas, caida de hojas, marchitez
de hojas y pudricién de frutes. Un amplio rango de
hespederos es tipico de las especies pero hay algunas
restringidas a uno solo, como P. infestans en papa.

El desarrollo de un eficiente sistema de fransferen-
cia de ADN en Phytophthora spp. es esencial para el es-
tudio de los genes que gobieman especificidad,
patogénesis y en el diseno de nuevas estrategias para
la obtencién de resistencia en plantas. Se ha progre-
sado en este aspecto en el establecimiento de proto-
plastos regenerables y en la transferencia de ADN a los
protoplastos por exposicion a polietilenglicol. Con este
principio hemos obtenido transformantes estables de P
capsici y P. parasitica usando plasmidos provenientes
de Ustilago maydis, patégenos de maiz que codifican
para resistencia al antibiético marcador higromicina B.
El desarrollo de un sisterna de transformacién en Phy-
tophthora spp. fue publicado por primera vez por nues-
tro grupo de trabajo en la revista Nucleie Acids
Researchen 1991°,

También se han obtenido transformantes estables
evitando la preparacién de protoplastos mediante la
utilizacién de la biolistica, donde reportamos la efi-
ciente transferencia del ADN a hifas intactas de P. cap-
sici, P. citricola, P. citrophthora y P. cinnamommi G{FIQ. 3)
mediante el uso del sistema de la B-glucuronidasa de
Escherichia coli. Esta enzima no se detecta en hongos
fitopatégenos por lo gue su buen funcionamiento en
las fransformantes resulta muy positivo para el estudio
de la expresion génica, Estos resultados son muy im-
portantes en el diseno futuro de estrategias para la ob-
tencién de plantas transgénicas menos susceptibles a
las infecciones por este importante grupo de pato-
genos.

Para el estudio de la patogénesis es necesaria la
generacion de mutantes no patogénicas (Nop) estables
y la caracterizacién de los genes mutados responsables
del fenotipo, v con la ayuda de los sistemas de transfor-
macién va disponibles en Phytophthora spp. se podran
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Fig. 3 Expresion del gen gus en micelios fransformados por
biclistica.

clonar los genes alterados. Hemos desarrollado una es-
trategia novedosa para el aislamiento de mutantes Nop
mediante la seleccién in planta después de una mu-
tagénesis quimica?, El andlisis de las mutantes demos-
{ré que la produccion de esterasas y cutinasa, enzimas
que degradan la cuticula de las plantas, estan reduci-
das v que estas mutantes al ser analizadas por electro-
forésis de campo en pulso tienen alteraciones en el
tamano de los cromosomas. La presencia de polimor-
fismos en las mutantes quimicamente inducidas puede
ser correlacionado con los bajos niveles de produccion
de esterasas y cutinasa y con la completa pérdida de la
patogenicidad. No se habian registrado polimorfismos
en mufantes de Phytophthora spp. quimicamente in-
ducidas.

La reduccién en la produccién de cutinasa en las
mutantes Nop nos sugirié el estudio del gen y su re-
lacién en la patogenicidad. Genes de cutinasas de
ofros hongos patégenos ya han sido clonados y sus
secuencias reportadas por lo que, utilizando como
sonda el gen de cutinasa de Fusarium solani f. sp. pisi,
clonamos el gen de cutinasa de P. capsici mediante
escrutinios en banco genémico. La clona seleccionada
fue secuenciada v comparada con otras cutinasas, v se
encontré una elevada homologia con la secuencia de
Fusarium s, pisi. El gen de cutinasa de P. capsici fue in-
terrumpido en el sitio de restriceion Bglll que se en-
cuentra casi en la mitad del marco de lectura mediante
la adicién de nucleotidos. Después de corroborar la in-
terrupcién mediante secuenciacién, se procedié a la
transformacién de P. capsici para mutagenizar. Las
mutantes cutinasa menos (Cut’) fueron seleccionadas
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in planta y con el antibiético higromicina B. Las mutan-
tes nulas fueron crecidas con cutina tritiada v el ensayo
enzimatico revelé que no tenian actividad de cutinasa.
En un ensayo tipo Southern pudimos constatar que el
sitio Bglll no estaba presente en las mutantes y que el
patron de restriccion era diferente al de la cepa silves-
tre. Cuando se probaron las mutantes en su capacidad
infectiva el resultado fue que no pudieron infectar chile
inclusive cuando se les inoculé dentro de los frutos. Lo
que hipotéticamente hubieramos esperado es que no
infectaran a la planta con la cuticula intacta pero una
vez eliminada ésta, o hecha una herida, esperabamos
que pudieran producir la infeccién. Los resultados an-
teriores nos sugieren que la cutinasa en P. capsici tiene
funciones adicionales al de la penetracién, ya que las
mutantes no fueron capaces de infectar sin la bamera
cuticular.

En la bisqueda de los genes involucrados en la in-
teraccién P. capsici-chile estamos analizando la ex-
presion diferencial de los genes de micelios inducidos
en la presencia de la planta de chile. Después de dife-
rentes tiempos de incubacién el micelio se colecta y el
ARN total se extrae para hacer reacciones tipo RT-PCR
(técnica del display diferencial). Esta técnica ha sido
utilizada para identificar y clonar genes expresados du-
rante la diferenciacion celular y el desamrollo de otros
organismos. Estamos usando y-ATP porque es mas
sensible y previene amplificaciones de rARN, problema
frecuente con >°S. Nuestro sistema esta funcionando y
hemos identificado algunos cADN diferenciales a dife-
rentes tiempos de la interaccién de P. capsici con chile.
Nuestro objetivo es la transformacién de P. capsici con
genes expresados diferencialmente y que ya interrum-
pidos nos permitan encontrar su funcién en la infec-
cion.

Control biologico

Durante los pasados 25 anos pocas areas de investi-
gacion dentro de la fitopatologia han atraido mas in-
terés que el uso de la introduccién de microorganismos
para el control de fitopatdgenos. El gran interés desper-
tado por el control biolégico de patégenos de plantas
es una respuesta en gran parte a la creciente preocu-
pacién de la sociedad acerca del uso de pesticidas
quimicos. El gobierno de muchos paises esta cada dia
més consciente de la problemética de muchos pestici-
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das quimicos en términos de su impacto en el medio
ambiente, asi como en los agricultores y los consumi-
dores de productos agricolas. Recientemente se reportd
que mas de 70 pesticidas, incluyendo fumigantes de
suelo, han sido detectados en aguas del subsuelo en 38
Estados de EUA. Un estudio publicado por la agencia
estadounidense de proteccién ambiental (EPA) indica
que fan solo en los Estados Unidos de 3000-6000 ca-
sos de cancer son inducidos anualmente por residuos
de pesticidas en alimentos y otros 50-100 por la ex-
posicién a éstos durante su aplicaciéna.

Sin embargo, antes de que el control biolégico
llegue a ser un componente importante en el manejo
de enfermedades de plantas, éste debe ser efectivo,
confiable, consistente y econémico. Para alcanzar estos
criterios, se deben desarrollar cepas superiores junto
con sistemas de aplicacion que incrementen la activi-
dad biocontroladora. Los atributos existentes de con-
trol biolégico pueden ser incrementados mejorando
agentes de biocontrol conocidos, a través de su ma-
nipulacién genética. Esta puede no sélo incrementar su
actividad sino extender su especfro de accion. Ademas,
podemos pensar en los microorganismos con actividad
inhibitoria contra patégenos de plantas como fuentes
potenciales de genes de resistencia a enfermedades.

Los agentes de control biolégico pueden funcionar
a ftravés de varios modos de accién como: la antibiosis,
el micoparasitismo, la competencia, v la hipovirulencia.
Es de primordial importancia conocer la proporcion y
temporalidad de cada modo de accion que pueda lle-
varse a cabo. Este tipo de informacion puede obte-
nerse de estudios in vitro o usando plantas crecidas
bajo condiciones gnobidticas, donde la actividad po-
tencial de estos agentes puede ser valorada. Es impor-
tante resaltar que, ademas de la actividad antagénica,
un buen agente de control debe tener la habilidad de
sobrevivir en el habitat donde es aplicado. Desafor-
tunadamente se han realizado pocos esfuerzos hacia la
seleccion de caracteristicas que incrementan la sobre-
vivencia de los agentes de control biolégico. Sin em-
bargo, hoy en dia existen varias técnicas desarrolladas
por los ecologistas microbianos v la industria de la fer-
mentacion para seleccionar y manipular a los organis-
mos benéficos para la sobrevivencia bajos condiciones
ambientales pre-establecidas, incluyendo temperatura,
presion osmotica, intensidad luminesa y pH. Adicional-
mente, una formulacién apropiada del producto de
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Fig. 4. Enroliamiento tipico de Trichoderma sobre su huesped
Rhizoctenia solani.

biocontrol puede proporcionarle larga vida de anaquel,
la capacidad de soportar condiciones adversas e inclu-
sive proveerle con los ingredientes necesarios para in-
dueir su actividad especifica.

Existen varios ejemplos de micoparasitismo, entre
ofros, se ha descrito el ataque directo de esclerocios de
Sclerotinia trifoliceum por Coniothyrium mintans 'y que
el micoparasito Sporidesmium sclerotivorum atrapa los
esclerocios de Sclerotinia minor. Un ejemplo de un as-
pecto diferente de parasitismo fue observado en An-
quillaspora pseudolongissima el cual ataca a la mico-
rriza Glomus deserticola (un microorganismo benéfico
para las plantas). Sin embargo, la mayoria de los estu-
dios publicados a la fecha se refieren a Trichoderma
spp. porque éstos atacan una gran variedad de hongos
fitopatégenos responsables de las enfermedades mas
importantes que atanen a las cosechas de mayor im-
portancia econdmica a nivel mundial. Es por esto que
nuestro grupo se ha interesado en entender el meca-
nismo utilizado por este organismo para atacar y con-
trolar a hongos patégenos de plantas.

Se ha demostrado que Trichoderma actia contra un

amplio rango de hongos fitopatégenos transmitidos por
suelo y aire. Trichoderma ha sido usado en el campo e
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invernadero contra pudriciones en un amplio rango de
especies, causadas por Fusarium, Rhizoctonia y
Pythium, y patégenos formadores de esclerocios como
Seclerotinia y Sclerotium®.

Se puede decir que el micoparasitsmo por
Trichoderma es un proceso complejo que incluye una
serie de eventos sucesivos. La primera senal de interac-
cion detectable muestra un crecimiento quimiofrépico
de Trichoderma en respuesta a algtn estimulo en la
hifa del huésped o hacia un gradiente de quimicos pro-
ducidos por el mismo. Cuando el micoparasito hace
contacto fisico con su huésped, sus hifas se enrollan al-
rededor de este (figura 4) o se le adhieren por medio
de esfructuras especializadas. Ademas, se ha de-
mostrado que la interaccién de Trichoderma con su
huésped es especifica y que esta controlada por lecti-
nas presentes en la pared celular de éste. Reciente-
mente, ha sido posible mimetizar in vitro la interaccién
hongo-hongo usando fibras de nylon recubiertas con
una lectina purificada de S. rolfsii. Tal como sucede in
vivo durante la interaccién, Trichoderma reconocio y se
adhirié a las fibras recubiertas enrollandose sobre ellas
y formando estructuras relacionadas al micoparasi-
tismo'”. Como un paso posterior a estas interacciones
el micoparésito penetra al micelio huésped, degra-
dando aparentemente de manera parcial su pared
celular. Observaciones al microscopio han permitido
sugerir que Trichoderma produce y secreta enzimas mi-
coliticas responsables de la degradacién parcial de la
pared celular de su huésped. Algunos resultades que
apoyan esta hipétesis han maostrado que Trichoderma
produce extracelularmente glucanasas, quitinasas, li-
pasas y proteasas.

En 1993, nuestro grupe reporto la purificacion de
una proteinasa secretada por Trichoderma harzianum
bajo condiciones de micoparasitismo simulado. El gen
correspondiente (prb1) fue aislado vy caracterizado, ob-
teniéndose asi por primera vez un gen relacionado con
el micoparasitismo. Recientemente hemos demostrado
que este gen es inducido durante la interaccién hongo-
honge y lo hemos usado para generar cepas transgéni-
cas de Trichoderma. Las cepas generadas produjeron
hasta 20 veces mas proteinasa y una de ellas permitio
una incidencia de enfermedad causada por R. solani
en plantulas de algodén de tan solo un 6% mientras
que para la cepa no transformada la incidencia de en-
fermedad fue de 30%.
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Recientemente, se encontrd que el sistema quiti-
nolitico de T. harzianum es muy complejo y esté cons-
tituido por dos -(1,4)-N-acetilglucosaminidasas y cuatro
endoquitinasas. Todos los miembros del sistema quiti-
nolitico son inducidos durante el crecimiento de
Trichoderma cuando se usa quitina como Unica fuente
de carbono. Probablemente la enzima mas interesante
del complejo sea la endoquitinasa Ech42 ya que es ca-
paz de hidrolizar in vitro paredes celulares de Botrytis
cinerea. A la fecha hemos clonado el gen correspon-
diente (ech42) v demostrado que su expresion es in-
ducida fuertemente durante la interaccién hon-
go-hongo.

La expresion de todas las enzimas del sistema mi-
colitico de T. harzianum parece estar coordinada. Los
datos disponibles sugieren un mecanismo de regu-
laciéon que invelucra induccion por substrato v
represion catabélica. La regulacién del sistema ocurre
muy probablemente a nivel de inicio de la transcrip-
cién como lo indican el hecho de que la sintesis de las
enzimas fue detenida por un inhibidor de la transcrip-
cion y los analisis de los niveles estacionarios de los
mensajeros correspondientes realizados con los genes
clonados.

El efecto de las enzimas liticas sobre el huésped ha
sido observado usando diferentes técnicas de micros-
copia. Los sitios de interaccién han sido tenidos
usando lectinas conjugadas con isotiocianato de fluo-
resceina o calcofluor, la aparicion de zonas de fluores-
cencia en puntos localizados indica lisis de la pared
celular del huésped en los puntos de interaccién con el
antagonista. Estudios de microscopia electrénica de los
estadios tardios de la interaccién de Trichederma con S,
rolfsii o R. solani mostraron que las hifas del parasito
hicieron contacto con su huésped vy digirieron de
manera enzimatica su pared celular resultando en una
rapida vacuolacién, colapso y desintegracion del
mismo. Cabe hacer notar que los niveles de enzimas
hidroliticas producidos son diferentes para cada inte-
raccién parasito-huésped analizada. Este fenémeno se
correlaciona con la habilidad de cada aislado de
Trichoderma para controlar un patégeno especifico. Sin
embargo, la especificidad de Trichoderma no puede ex-
plicarse por una simple diferencia de actividades
enzimaticas, ya que aislados no-antagonistas de
Trichoderma producen niveles significativos de enzimas
liticas, a pesar de ser méas bajos, Esta observacion
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apoya la idea de que el reconocimiento es un factor
importante en la actividad parasitica de Trichoderma
Asi, se puede decir que el proceso micoparasitico in-
cluye las siguientes etapas: (i) crecimiento quimio-
tropico de Trichoderma, (ii) reconocimiento superficial
del huésped, (iii) secrecién de enzimas, (iv) penetracion
de las hifas y (v) lisis del huésped. Dentro de nues-
tros intereses actuales, esta el establecer qué tipo
de comunicacién existe entre diferentes cepas de
Trichoderma, asi como qué tipo de senales determi-
nan la expresién de genes relacionados con el mico-
parasitismo y c6mo se transmiten al interior de la

célula. f@
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de estudio esenciales para el desarrollo de la

biologia molecular que han derivado cono-
cimientos universales, que van desde la demostracién
del DNA como material hereditario hasta desentranar
procesos biolégicos fundamentales, como la replica-
cién del DNA, El grupo dedicado al estudio de bacte-
rias en el Departamento de Ingenieria Genética de
Plantas utiliza basicamente dos modelos de trabajo:
Pseudomonas syringae v Bacillus subtilis. ¢Cual es la
importancia de estos dos géneros bacterianos en la
agricultura? Los Baeilli son bacterias que abundan en
la tierra; aun cuando no entendemos todavia la fun-
cion de la mayorfa de ellas, para otras sf se han encon-
trado aplicaciones biotecnolégicas diversas, incluyendo
el control biolégico de plagas insectiles (B. thuringiensis
y B. sphaericus son quizas los ejemplos mas conoci-
dos). Otros ejemplos son B. subtilis y B. pumilus, las
cuales se usan para controlar enfermedades de plantas
causadas por hongos. Dentro del género Pseudo-
monas, ademas de un gran nimero de especies benéfi-
cas se encuentran muchas especies patégenas para
plantas de interés agricola.

I as bacterias han sido y siguen siendo modelos

Las lineas de trabajo en nuestro grupo son diversas
pero tienen en comun tratar de entender algunos as-
pectos de la requlacién de la expresion genética. La ex-
presi6n de un gen tiene multiples puntos de confrol
que abarcan desde factores que controlan la iniciacién
de la transcripcién para la sintesis del RNA mensajero
hasta su traduccion y posterior degradacion. Compren-
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der los procesos de expresion genética en estas bacte-
rias es esencial para disenar estrategias de manipu-
lacion aplicables al control biclégico.

Pseudomonas syringae como
modelo de estudio de la
interaccion planta patégeno

El conocimiento completo de los agentes causales de
plagas v enfermedades de plantas es de vital importan-
cia para buscar y disenar estrategias y lograr el control
de las enfermedades en los cultivos, por lo que resulta
indispensable estudiar, a nivel molecular, los microor-
ganismos causales de las infecciones, la relacién entre
la planta v el patégeno, v los eventos sucesivos que se
llevan a cabo durante el desarrollo de la enfermedad,
asi como los mecanismos por los que se producen.

El frijol es un alimento basico para el pueblo mexi-
cano, por lo que en nuestro pais es conveniente, si no
indispensable, estudiar los agentes microbianos que
causan enfermedades en este cultivo. Entre éstos, se
cuenta a Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (P. s.
phaseolicola), que causa el tizén de halo del frijol, ca-
racterizado por la formacién de lesiones necréticas de
aspecto acuoso, rodeadas de un halo clordtico en las
hojas y vainas, y que causa la muerte de la planta por
la produccién de una toxina. Esta bacteria causa pérdi-
das importantes en los cultivos de frijol y ejote, por lo
que la hemos tomado como el modelo de estudio de la
biologia molecular de la patogenicidad y la virulencia
de bacterias fitopatégenas. Ademas de que ahora se
reconoce que las bacterias fitopatégenas utilizan me-
canismos comunes para invadir y causar enfermedad,

.in’\‘

los descubrimiento que se han hecho y se hardn en
este campo con una bacteria, se pueden extrapolar a
ofras bacterias.

Una de las razones para estudiar la biologia mo-
lecular de la patogénesis de P. s. phaseolicola es dilu-
cidar los eventos moleculares que se llevan a cabo en
la relacién planta-bacteria fitopatoégena, que se inicia
en el momento en que los organismos entran en con-
tacto. Cuando la bacteria inicia su interaccién con una
planta (susceptible o no) se encuentra en un medio
diferente al que estaba acostumbrada; la presion os-
mética es diferente, hay fructosa y ofra gran variedad
de metabolitos, algunos de ellos relacionados con la
defensa de la planta, de tal manera que la bacteria,
para poder establecerse, debera expresar la informa-
cién genética pertinente que le permita adherirse (fim-
brias o pili), dirigirse (quimiotaxis), penefrar (vg., por
heridas), modificar su entorno (exopolisacaridos), in-
vadir y (o) matar (toxinas) a la planta; por el lado de la
planta, ésta también es capaz de reconocer la presencia
del patégeno, expresando a su vez la informacién
adecuada para responder al estimulo producide por
éste: por ejemplo, sintetizando metabolitos de defensa.
Estos fenémenos forman lo que se podria denominar
“una conversacién bioguimica” entre la bacteria y la
planta, v el resultado final sera la infeccién v probable
muerte de la planta o la destruccién del patégeno por
medio de reacciones de hipersensibilidad.

El estudio de los genes involucrados en la conver-
sacion bioguimica v la determinacién de los mecanis-
mos genéticos que los regulan, ayudaré a comprender
cuél es el mecanismo por el que una bacteria fi-
topatégena, como P. 5. phaseolicola, puede infectar, in-
vadir y matar una planta, y permitird también buscar
estrategias de proteccién para evitar las pérdidas en los
cultivos.

Herramientas moleculares para la
identificacion y andlisis de genes
de patogenicidad

Uno de los enfoques més utilizados en la actualidad
para el estudio de estos patégenos es mediante la mu-
tagénesis con transposones (elementos moéviles), como

el transposén 5, con el que se pueden mutar v
etiquetar los genes de interés.
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Para el estudio de P. s. pv. phaseolicola hemos
construido herramientas genéticas derivadas del Tn5'.
En el Tn5-cat se substituyo uno de los extremos del
Tnb5 con el gen cat (resistencia a cloranfenicol) sin pro-
motor, pero con la secuencia de unién a ribosomas;
este transposon funciona como sonda transponible
para buscar promotores bacterianos. También se cons-
truyeron dos “fransmidos desarmados” (tienen la ca-
pacidad de autrorreplicarse autbnomamente como los
plasmidos en un fondo genético apropiade v ademas
tienen la capacidad de transponerse; ambos son desar-
mados porque no tienen la informacién para la enzima
transposasa, necesaria para la transposicion, que debe
proveerse externamente; el Tma5-oricolEl, que es un
vector de clonacion, ademas de funcionar como
mutdgeno biolégico v el Tmd5-cat-oricoiz1-Mob (Pacl,
Pmel), que ademas de ser vector de clonacion vy
mutageno biologico, también funciona como sonda
transponible para la deteccién de promotores bacte-
rianos (cat), como vehiculo para la movilizacion (Mob)
de plasmidos y DNA de Pseudomonas, y nos permitira
localizar el sitio de insercion en el mapa fisico del cro-
mosoma de la bacteria, usando los sitios de restriccién
Pacl y Pmel.

Estos elementos mdviles fueron construidos para
buscar promotores de P. 5. pv. phaseolicola, que estén
involucrados con la patogenicidad y la virulencia. Con
el Tn5-cat se han obtenido mutantes. buscando los
promotores que se expresan en las condiciones en que
lo hacen los genes de los factores de patogénesis (a ba-
jas temperaturas v en presencia de metabolitos de la
planta) v todas las mutantes mostraron alteraciones en
el fenotipo de la infeccién v por lo tanto los genes mu-
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tados muy posiblemente intervengan en la patogénesis.
Con este enfoque se ha comenzado a elaborar un
catdlogo de operones relacionados con la patogénesis,
como un primer paso en el estudio de los genes involu-
crados en la conversacién bioquimica entre la bacteria
y la planta, v los mecanismos genéticos que los regu-
lan, para llegar a comprender cudl es el mecanismo
por el que una bacteria fitopatégena, como P. s
phaseolicola, puede infectar, invadir vy matar una
planta, y disenar medios de proteccion para evitar las
perdidas en los cultivos,

Regulacion de la expresion de la
faseolotoxina de Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola es una bacteria
Gram (-) de amplia distribucién mundial y, como se
mencioné anteriormente, es el agente causal de una
enfermedad de frijol conocida como 'Tizén de halo”.
Una de las caracteristicas principales de esta enfer-
medad es la clorosis sistémica que se presenta en la
planta como parte del desarrollo de la enfermedad. La
clorosis es causada por una toxina, conocida como
"faseolotoxina’, la cual es producida por esta bacteria.
Esta toxina inhibe de manera especifica a la enzima
omitil-carbamoil transferasa (OCTasa), que es parte de
la via de sintesis de arginina catalizando la sintesis de
citrulina a partir de ornitina y carbamoilfosfato. El
efecto neto de la faseolotoxina es por lo tanto bloquear
en las células la sintesis de arginina, lo que conduce a
su muerte.

La faseolotoxina la produce P.s. phaseolicola, ex
planta, cuando es crecida a 18°C pero no a 287 C que
es su ftemperatura normal de crecimiento. Por ofra
parte, la faseolotoxina también tiene efecto sobre cul-
tivos bacterianos, por lo que P.s. phaseolicola produce,
de manera paralela a la sintesis de faseolotoxina, una
OCTasa resistente a esta toxina (OCTasa-R) que le
confiere inmunidad.

Nuestro grupo de trabajo ha aislado vy caracterizado
a nivel nucleotidico el gen que codifica para la OC-
Tasa-R, el cual fue denominado arng. Este gen fue
utilizado posteriormente para conferir resistencia a la
faseolotoxina en plantas transgénicas que expresan
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argK bajo el control de un promotor constitutivo®, El
gen argK presenta una secuencia que corresponde a
un promotor tipo Pribnow. Esto, aunado al hecho de
que argK se expresa de manera constitutiva en E. coli,
es indicativo de que la expresién de este gen esta su-
jeta a control negativo, es decir, su expresion esta con-
trolada por una proteina represora, y en ausencia de la
misma, ocurre la expresién de argK. Por ofra parte, la
expresién de este gen ocurre de manera simultanea a
la sintesis de faseolotoxina cuando la bacteria es cre-
cida a 18° C y también cesa esta expresién a 28° C.

Uno de los objetivos del laboratorio es el analisis
de la expresién de argK v la bisqueda de otros genes
regulatorios involucrados en este sistema. Para este
propésito se construyen fusiones cromosémicas de
argK ::lacZ o argK :uidA en P.s. phaseolicola. Con
esta fusién de argK en P.s. phaseolicola, se procedera
a determinar la cinética de produccién de faseolotoxi-
na y de expresién del gen reportero, en comparacion
con la cepa silvestre. Asimismo, una vez determinados
los parametros de expresién de lacZ (B-galactosidasa)
o uidA (B-glucuronidasa) en la cepa silvestre, se
utilizarda un derivado de Tn5 para mutagenizar esta
poblacién y se buscarédn mutantes que presenten alte-
raciones en el patrén de expresion del gen reportero, v
de éstas se aislara, identificara y caracterizara el gen
responsable de la alteracién regulatoria.

La segunda linea de investigacion de este laborato-
rio se enfoca a la identificacion y anélisis de genes in-
volucrados en la sintesis de faseolotoxina. La
faseolotoxina (N-d-fosfosulfanil)-ornitil-alanil-homoar-
ginina, es un tripéptido meodificado que incluye una
porcién inorganica. Sobre la sintesis de esta toxina se
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sabe muy poco, sin embargo se ha descrito que la sin-
tesis de la homoargina presente en la faseolotoxina re-
quiere de la actividad de una enzima especifica, una
amidinotransferasa involucrada en la transferencia de
un grupo amido de la arginina a la lisina para formar
homoarginina y ornitina, v que esta actividad sélo se
detecta a 18° C y no a 28° C*, lo que indica que segu-
ramente es una enzima especifica para la sintesis de
faseolotoxina, por lo que esta termoregulada.

Otras amidinotransferasas estan presentes en al-
gunos mamiferos, incluyendo al hombre, asi como en
bacterias del género Streptomyces, en las que su pre-
sencia esta relacionada con la sintesis de compuestos
con actividad antibiética. Una estrategia que se aborda
para el aislamiento y caracterizacion del gen que codi-
fica para la amidinotransferasa de P.s. phaseolicola, es
la de comparar la secuencia de las amidinotransferasas
de Streptomyces conocidas (por lo menos cuatro ac-
tualmente, todas con un alto grado de homologia), v
localizar regiones altamente conservadas para gene-
rar oligonucleétidos que nos permitan, mediante
PCR, obtener el gen correspondiente en Pseudo-
monas.

Asimismo, se ha publicado que la molécula de
faseolotoxina se define mejor como un antibiético y no
una toxina propiamente, sobre todo porque el tripép-
tido presente en esta molécula se sintetiza de manera
no-ribosémica, lo cual es caracteristico de la sintesis de
antibiéticos peptidicos. Ya se ha reportado la identifica-
cién de una ?épﬁdo-sintelasa, mediante PCR, en P.s.
phaseolicola °. Nosotros estamos utilizando este hecho
para identificar v clonar el posible gen de peptido-sin-
tetasa postulado para la sintesis de faseolotoxina.

La formacion de esporas en
Bacillus subtilis como el modelo
mas sencillo de diferenciacion

La biologia del género Bacillus estd dominada por la
endospora, carécter unificante dentro de la coleccion
de bacterias saprofiticas que comprende. El proceso de
formacién de esporas, ademas de ofrecer un modelo
estupendo para la biologia molecular de la diferen-
ciacién, se asocia con la produccién de un rango de
productos importantes para la biotecnologfa, tales
como foxinas insecticidas v antibiéticos peptidicos, y
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Bacillus subtilis:
esporulacion y control de la
expresion compartimiento-especifica
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da lugar a la formacién de una estructura que es tnica
en cuanto a su resistencia a agentes fisicos v quimicos
adversos y a su gran longevidad en el ambiente. B.
subtilis es la bacteria Gram positiva mas extensamente
estudiada; las herramientas moleculares disponibles en
este organismo son muy sofisticadas e incluyen desde
transposones hasta vectores muy estables de inte-
gracién al cromosoma, cuyo numero de copia puede
ser controlado®’.

Nuestro trabajo con B. subtilis se centra en el estu-
dio de dos aspectos de la expresion genética. El
primero, dilucidar cémo se forman dos compartimen-
tos en la primera etapa de diferenciacion y cémo se es-
tablece una expresién genética distinta en ellos. El
segundo, profundizar en el conocimiento del meca-
nismo de decaimiento del mRNA.

Formacion del septo de
esporulacion y
compartamentalizacion de la
expresion genetica

A diferencia del septo central que da lugar a dos célu-
las iguales durante el crecimiento vegetativo, durante la

esporulacién se forma un septo ubicado en une de los
polos, de tal manera que la célula queda dividida en
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dos compartimentos de tamano desigual; el comparti-
mento pequeno se conoce como la pre-espora v el
grande como la célula madre. El compartimento
pequeno madura hasta convertirse en una espora que
se libera al lisarse la célula madre. Se ha comprobado
que ambos compartimentos exhiben expresion gene-
tica diferente desde el momento que se forman. El fac-
tor oF se requiere para establecer la expresion ceélu-
la-especifica durante el proceso de esporulacién. Aun-
que oF esté presente desde antes de la formacién del
septo, solo se activa después de la septacién y exclusi-
vamente en la pre-espora. Un reto importante es en-
tender cémo se da la activaciébn compartimento-es-
pecifica de este factor,

Una proteina de gran interés es la codificada por el
gen spollE. Mutaciones en este locus bloguean la
esporulacién en el estadio de septacién asimétrica y
previenen la activacion compartimento-especifica del
factor de transcripcién oF. La actividad de oF esta con-
trolada por las proteinas requlatorias SpollAA v Spol-
IAB. SpollAB actia como un factor anti-sigma, ya que
al formar un complejo con oF amesta su accion.
Cuando SpollAA se une a SpollAB, oF queda libre y
por tanto activo. SpollAB es una cinasa que utiliza ATP
para fosforilar a SpollAA. Se cree que la preferencia en
la unién de SpollAB a oF o a SpollAA depende de la
concentracién de ATP en el medio, ya que cuando
SpollAA esta fosforilade no se une a SpollAB. Recien-
temente se demostré que SpollE posee una actividad
de serina fosfatasa capaz de defosforilar a SpollAA.B lo
que explicaria el control que SpollE ejerce sobre la ac-
tivacion de oF.

SpollE es una proteina integral de membrana que
posee entre 8 y 12 dominios fransmembranales y un
dominio citoplasmico. Es este tltimo el que exhibe ac-
tividad de fosfatasa. Durante la division que da lugar al
septo de esporulacion SpollE se localiza en el septog.
Nosotros hemos encontrado, a través del analisis de
mutantes, que SpollE juega un papel importante en el
ensamble adecuado del septo de esporulacién, y que
esta actividad es independiente de la regulacion sobre
oF. La expresion de SpollE controlada por un promotor
inducible da lugar a células que contienen muiltiples
anormalidades en el septo. De este modo SpollE
parece controlar dos eventos independientes: la forma-
cién de un septo de esporulacién funcional v la com-
partamentalizacion de la actividad de oF.
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Andlisis de la degradacion
de mRNA en B. subfilis:

el gen cry1Aa como
modelo

El gen crvlAa de Bacillus thuringiensis, codifica para
una protefna insecticida que se produce en gran abun-
dancia y que forma una inclusién bipiramidal carac-
teristica. La expresion de este gen se lleva a cabo
durante la esporulacion y se restringe al comparti-
mento de la célula madre. En B. subtilis el control rans-
cripcional de crylAa es muy parecido al que ocurre en
B. thuringiensis.

Nosotros hemos utilizado a crylAa como modelo
para estudiar el proceso de decaimiento del mRNA du-
rante la esporulacion. Las ventajas que encontramos
en este gen, son que se ha estudiado ya su control
transcripcional y que su mRNA de aproximadamente
3600 nt es muy estable (vida media quimica de 11
min). Ademés, el decaimiento del mRNA crylAa da
lugar a intermediarios de alto peso molecular que son
a su vez estables. El estudio de estos intermediarios nos
llevé a determinar que eran generados por rom-
pimiento endonucleolitico. Hemos utilizado una serie
de oligonucledtidos para mapear a lo largo de este
mRNA los sitios potenciales de corte por endonucleasa.
Parte de este trabajo se ha efectuado en paralelo en
E. coli. en donde se ha hecho la mayor parte de estu-
dios de decaimiento de mENA en bacterias. El mRNA
de erylAa aislado de E. coli exhibe un patrén de de-
caimiento similar al que observamos en B. subtilis.
Ademas, hemos encontrado algunas coincidencias en
los sitios de rompimiento endonucleolitico. Estos resul-
tados nos llevan a concluir que en B. subtilis, al igual
que sucede para algunos mRNAs en E. coli, el de-
caimiento de mRNA inicia con un rompimiento en-
donucleolitico al que sucede un procesamiento
exonucleolitico. En E. coli se conocen varias de las
nucleasas que participan en el procesamiento de
mRNAs: recientemente se describié un complejo
protfeico que incluye una endo- y una exo-nucleasa
al que se ha denominado degradosomam. Actual-
mente estamos llevando a cabo experimentos en-
caminados a determinar cuéles son las ribonucleasas
que participan en el decaimiento del mRNA de
crylAa v qué elementos en su mRNA le propor-
cionan tal estabilidad.
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mediados del siglo pasado se habia postulado

la teorfa celular que proponia que todos los

seres vivos estaban constituidos por unidades
fundamentales metabdlicamente independientes lla-
madas células, capaces de crecer y multiplicarse. [Los
primeros trabajos experimentales para intentar de-
mostrar esta teoria se realizaron a finales del siglo
pasado y principios de éste. Al principio se intentd el
cultivo de segmentos de diferentes tipos de tejidos que
se colocaban en medios muy simples que contenian
sales minerales, azicar y algunos compuestos nitro-
genados (aminoacidos), consiguiendo solamente cre-
cimiento limitado. El cultivo de érganos, como las
raices, fue exitoso gracias a la utilizacién de algunos ex-
tractos complejos como el extracto de levadura. Sin
embargo, los avances mas significativos en el es-
tablecimiento de los cultivos de células, tejidos v or-
ganos se consiguieron después del descubrimiento de
dos grupos importantes de requladores de crecimiento:
las auxinas vy las citocininas. Estas substancias estimu-
lan el crecimiento v la division de las células vegetales
e influyen de una manera determinante sobre la dife-
renciacion celular. La presencia de uno u ofro tipo de
regulador o la combinacién de ambos en concentracio-
nes adecuadas en el medio de cultivo condujo a la in-
duccién controlada de érganos especificos en fejidos
de tabaco'. También se consiguio promover la division
de células individuales y, ademas, fue factible rege-
nerar plantas completas a partir de ellas®3, Esta ca-
pacidad que presentan las células vegetales para
regenerar al organismo multicelular completo se de-
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nomina totipotencia y es una de las bases para diversas
aplicaciones del cultivo de tejidos en la agricultura y en
la industria.

LCOMo establecer los cultivos in
vifro?

Para iniciar un cultivo in vitro es necesario primero se-
leccionar la parte de la planta més apropiada para ese
fin. Aunque se puede utilizar cualquier tipo de material
vegetal, en general resulta mas conveniente utilizar los
érganos, tejidos o células de plantas jévenes que los
de plantas adultas. También es mds facil iniciar y es-
tablecer los cultivos in vitro a partir de plantas her-
béaceas que de plantas lefiosas debido al mas lento
crecimiento de estas ltimas. Las plantas que van a
servir como fuente de tejido estan invariablemente
contaminadas con microorganismos (hongos v bacte-
rias principalmente). Estos microorganismos se tienen
que eliminar del material vegetal antes del cultivo in vi-
{ro, pues como crecen mucho mas rapido que las célu-
las vegetales podrian agotar los nutrientes del medio de
cultivo v excretar substancias toxicas que pueden
matar a los cultivos. La eliminacion de los microorga-
nismos contaminantes se consigue por un fratamiento
con solucion diluida de alguno de los blanqueadores
para ropa que se encuentran disponibles en el mer-
cado, Después de esta etapa el material esta listo para
colocarse en un medio de cultivo apropiado.

Las células, tejidos v érganos vegetales pueden cre-
cer y desarrollarse separados de la planta cuando se les
coloca en medios de cultivo en cuya composicion se
incluyan sales minerales, una fuente orgénica de car-
bono (aziicar), vitaminas y reguladeres de crecimiento
(hormonas). Los requerimientos nutricionales y hor-
monales varian con el tipo de material que se va a cul-
tivar v se deben determinar especificamente para cada
caso. Como regla general, se ha observado que los re-
querimientos nutricionales y hormonales son mayores
cuanto menor es el tamano de la parte de la planta que
se va a cultivar”. Las yemas o brotes son mas faciles de
cultivar que las células individuales.

De todos los componentes del medio de cultivo, los
reguladores de crecimiento son sin lugar a dudas los
compuestos que mas influyen sobre el crecimiento y la
diferenciacién de las células y tejidos cultivados in vi-
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tro. Generalmente las combinaciones apropiadas de las
auxinas y citocininas en el medio de cultivo pueden
promover el desarrollo de érganos cultivades in vitro o
pueden inducir diferentes procesos morfogénicos, esto
es, la formacién de estructuras organizadas de nove a
partir de los tejidos o células. Es posible promover
especificamente la formacién de raices, brotes, flores
(organogénesis) o estructuras semejantes a los embrio-
nes de las semillas (embriogénesis). De la combinacién
apropiada de reguladores de crecimiento se pueden re-
generar yemas o brotes que se pueden fransferir a
medios especificos que induzcan la formacién de raices
para regenerar plantas completas. Dependiendo tam-
bién del tipo de regulador de crecimiento que se in-
cluya en el medio de cultivo, es posible obtener masas
de tejido amorfo sin una aparente especializacién o di-
ferenciacién denominadas callos, que al ser inoculades
en medios liquidos v en agitacién se disgregan para
producir cultivos celulares, llamados también suspen-
siones celulares.

Los cultivos in vitro deben incubarse en un medio
ambiente apropiado para promover su desarmollo.
Generalmente se mantienen en cuartos o camaras de
crecimiento con condiciones confroladas de luz y tem-
peratura. El tipo de luz, la intensidad y las horas de ex-
posicién a ella, tienen un importante efecto sobre la
morfogénesis en los cultivos, por lo que es conyeniente
establecer las necesidades especificas para cada
sistema.
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Los cultivos de celulas, tejidos y
oérganos como sistemas de
experimentacion y manipulacion
genetica

Después de conseguir con éxito el crecimiento ilimi-
tado de o6rganos en medios sintéticos v de la de-
mostracién de la totipotencia celular, se han venido
utilizando los cultivos in vitro como sistemnas de experi-
mentacién para estudiar procesos que se llevan a cabo
en los vegetales v como hemramientas para la propa-
gaci6n asexual y el mejoramiento genético de plantas.
Con estos sistemas es factible producir plantas que son
copias genéticamente idénticas al material parental
(clonas) o se puede generar variacion genética para el
aislamiento de lineas celulares variantes o mutantes
con caracteristicas especificas las cuales, a su vez, per-
miten la obtencién de plantas diferentes a la planta
original. También es posible transferir genes foraneos a
las células vegetales para incorporarles caracteristicas
adicionales y de ahf regenerar plantas completas que
ahora tendrén esas caracteristicas en todas sus células.
Los sistemas celulares v los cultivos de érganos tam-
bien representan sistemas interesantes para la produc-
cién de compuestos naturales de plantas de impor-
tancia para diferentes industrias. Cada una de estas
posibilidades se describira mas adelante con un sistema
modelo: el chile.

El chile como sisterna modelo

El chile es uno de los cultivos horticolas mas importan-
tes a nivel mundial. México es el centro de diversidad
genética de la especie Capsicum annuum, de ahi la
enorme variacion en los ftipos, tamanos, colores,
sabores y pungencia de los frutos de chile. El sabor pi-
cante de los frutos esta dado por la presencia de un
grupo de compuestos conocidos como capsaicinoides.
mientras que el color se debe a pigmentos como la clo-
rofila, las antocianinas v los carotenoides. Tanto los
capsaicinoides como los carotenoides de los frutos
tienen aplicaciones en la industria de los alimentos y en
medicina.

Como todas las especies cultivadas, la produccion

de chile se ve afectada por diferentes factores biéticos
(virus, bacterias, hongos e insectos) v abiéticos (sequia,
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salinidad, heladas, etc.). El cultivo de tejidos podria ser
una altemativa para llevar a cabo estudios bésicos y
para la manipulacion genética tendiente al me-
joramiento de las caracteristicas agronémicas v a la
manipulacién de algunas vias metabélicas especificas
de chile. Estas posibilidades v algunos resultados se
describiran a continuacion.

Regeneracion de plantas de
chile como etapa fundamental
para la manipulacion genetica

Desde hace aproximadamente 12 anos hemos venido
realizando estudios tendientes al establecimiento de las
condiciones para la regeneracién de plantas a partir de
células o tejidos cultivados in vitro. Esta etapa es esen-
cial para intentar hacer manipulacién genética a nivel
celular, sea a través del aislamiento de lineas celulares
con caracterfsticas agrondmicas de interés o por medio
de la transferencia de genes foraneos especificos que
las modifiquen v que las mejoren genéticamente. Al res-
pecto, el chile se ha mostrado como una especie recal-
citrante en relacién a su capacidad para regenerar
plantas a partir de células y tejidos en cultivo. Esto lo
hace diferente a ofros miembros de la familia Sola-
naceae como el tabaco, el jitomate, el tomate de cas-
cara vy la petunia, que han mostrado una relativa
facilidad de regeneracion. A pesar de ello hemos con-
sequido establecer sistemas novedosos que nos han
permitido la regeneracién de 6rganos y eventualmente
plantas de chile®®. Este sistema de regeneracién se
esta utilizando actualmente para desarrollar la meto-
dologia para la transferencia de genes foraneos a chile.

Transferencia de genes foraneos
a Capsicum

La ingenierfa genética de plantas, que involucra el uso
de técnicas de biologia molecular vy de cultivo de teji-
dos vegetales, es en la actualidad una alternativa para
la manipulacién genética v para el mejoramiento de
plantas de importancia econémica. A través de estas
técnicas es posible aislar segmentos especificos de ma-
terial genético a partir de cualquier organismo para
luego transferirlos a las plantas y con ello conferirles
caracteristicas agronémicas adicionales sin perturbar
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sus caracteristicas originales. El método mas frecuente-
mente utilizado para la transferencia de genes es la in-
feccion con la bacteria llamada Agrobacterium
tumefaciens. Esta esirategia se ha estado experimen-
tando con Capsicum annuum en nuestros laboratorios y
se han podido obtener algunas plantas de chile frans-
génicas que expresan genes que confieren resistencia a
antibioticos como la kanamicina (gen npt II) o que ex-
presan actividad del gen reportero de la p-glucuronidasa
(gen gus). Actualmente se esta intentando aumentar la
eficiencia de transformacién genética para transferir en
el futuro cercano genes que confieran resistencia a en-
fermedades causadas por hongos y virus, principales
agentes que reducen el rendimiento del cultivo de
chile. Asimismo, se pretende utilizar este sistema para
manipular las vias de biosintesis de los capsaicinoides,
de carotenoides y de terpenos involucrados en los me-
canismos de defensa contra el ataque por hongos,
como se describe mas adelante.

Variacion genética en los cultivos
in vitro: obtencion de variantes y
mutantes

La variacién genética espontanea y la mutacién artifi-
cial han sido utilizadas tradicionalmente para el desa-
mollo de nuevas variedades de plantas. Desde hace
aproximadamente 30 o 40 anos se ha venido obser-
vando que cuando un tejido diferenciado pasa por una
fase de desdiferenciacién durante su cultivo in vitro, se
producen alteraciones genéticas que se pueden reflejar
en cambios en las plantas regeneradas. Esta variacion
observada en las plantas regeneradas se denomina
variacién somaclonal y puede servir como una buena
fuente de variacién genética para programas de me-
joramiento de plantas de importancia econémica.
También ofrece la oportunidad de utilizarla como
fuente para la obtencion de mutantes con ciertas carac-
teristicas genéticas, bioguimicas, fisiologicas v agrono-
micas.

os cambios observados se presentan generalmente
en los cultivos de tejido calloso y en los cultivos celu-
lares e incluyen alteraciones en el nimero de juegos
cromosomicos (poliploidia), peérdida de algun cro-
mosoma (aneuploidia), abermraciones cromosomicas
(deleciones, translocaciones, inversiones) o mufaciones
puntuales. Esto hace a los cultivos de callo o células en
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suspension sistemas interesantes y dtiles para el ais-
lamiento, por medio de una presién de seleccién, de
células wvariantes o mutantes con caracteristicas
especificas; por ejemplo, resistentes a sustancias toxicas
(herbicidas, toxinas microbianas, metales pesados, etc.)
e inclusive resistentes a factores abidticos como el frio,
la salinidad y la sequia. Después del proceso de selec-
cion las células se podrian cultivar en medios apro-
piados que permitieran la regeneracion de plantas con
la caracteristica seleccionada. En el caso de chile, he-
mos utilizado cultivos celulares para el aislamiento de
clonas celulares resistentes a condiciones de sequia.
Las células resistentes a cierto grado de sequia se han
podido seleccionar al cultivar a una poblacién celular
en un medio que contiene polietilenglicol, compuesto
que reduce la concentracién de agua disponible simu-
lando con ello la sequia. Las células resistentes mues-
fran una mayor capacidad de resistencia al déficit de
agua, probablemente debido a la acumulacién de cier-
tos iones y solutos organicos como la prolina y la
glicinabetaina, que ayudan a retener mas agua en el
interior de las células o que protegen al metabolismo
de los efectos deletéreos de la falta de aguas. Estas
células se estan utilizando como sistemas para estudiar
los mecanismos de resistencia a sequia a nivel celular.

La variacién genética en los cultivos celulares de
chile la hemos explotado también para el aislamiento
de lineas celulares con caracteristicas bioquimicas inte-
resantes. Hemos conseguido aislar variantes celula-
res de chile que muestran diferente resistencia a la
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p-fluorofenilalanina, un anélogo de Ia fenilalanina’,
Las células mas resistentes al analogo acumulan mas
fenilalanina, fenoles totales v Acidos fenilpropanoides
en comparacion con las células sensibles. Las células
resistentes a p-fluorofenilalanina también acumulan
una mayor cantidad de capsaicina, el principal com-
puesto picante; sin embargo, los niveles de capsaicina
en las células resistentes no alcanzaron los valores de-
tectados en los frutos de chile de la variedad de la cual
se derivaron los cultivos. De cualquier manera, estos
sisternas celulares abren la posibilidad de manipulacion
de la via de los capsaicinoides para la produccion con-
trolada de estos compuestos.

Produccion de metabolitos
secundarios en cultivos in vifro de
chile

Las plantas han servido al hombre no sélo como ali-
mento sino como fuente de principios medicinales,
saborizantes, pigmentos v aromas. En la actualidad
se calcula que un 25% de los medicamentos en uso se
derivan de las plantas, Con las resfricciones cada vez
mayores para la utilizacién de pigmentos sintetizados
quimicamente como aditivos en los alimentos, se esta
incrementando el uso de pigmentos naturales de plan-
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fas. Igualmente, se estd recumiendo con mayor fre-
cuencia a los pigmentos vegetales para la fabricacion
de ciertos cosméticos.

La produccién industrial de compuestos naturales
requiere que la materia prima esté de preferencia dis-
ponible la mayor parte del afo v sin una gran fluc-
tuacién. Esto es muy dificil de conseguir, pues la
produccién esta determinada por los problemas inher-
entes al cultivo de las plantas en el campo (enfer-
medades, plagas y condiciones ambientales adversas).
Una alternativa para la produccién de compuestos
naturales de plantas en condiciones controladas lo re-
presentan los cultivos célulares y de érganos. Ya men-
cionamos en el inciso anterior la posibilidad de
producir los compuestos picantes por medio de cultivos
celulares de chile. Los capsaicinoides se sintetizan a
través de la ruta de los fenilpropanoides v de la via de
los Acidos grasos ramificados (figura 1). La ruta de los
fenilpropanoides es una importante via de sintesis de
precursores e intermediarios de una enorme diversidad
de compuestos como los acidos benzoicos, las cumari-
nas, las ligninas y otros. En los cultivos celulares de
chile se ha observado que los niveles de capsaicinoides
son bajos en relacién a los de los frutos. También he-
mos podido demostrar que una buena parte de los
precursores e intermediarios de la ruta de los fenil-
propanoides aplicados exégenamente a los cultivos
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Fig. 1 Ruta bicsintetica completa de la capsalcing y sus andlo-
gos (dihidrocapsaicina (DHC): homedihidrocapsaicing (HDHC);
nordinidrocapsaicina (NDHC), HC., y -homocapsalcing (HC)). (A)
fenilalanina; (B) ac. cindmico; (C) dc. p-cumdrico; (D) de.
cafeico; (E) ac. fendico; (F) vainiling; (G) vainiliamina; (H) valing; ()
a-cefolsovalerato; (J) Isobutifl CoA: (K) leucing; (L) a-cetoiso-
caproato; (M), isovaleil CoA; (N) lsoleucing; (N) a-ceto-g-metil-
volerato; [O) a-metilbutinl Coa.

celulares de chile son desviados hacia la sintesis de
ligninas, lo cual puede explicar en parte la baja capaci-
dad de acumulacién de capsaicinoides. Adicional-
mente hemos detectado niveles més bajos de la enzima
acido cafeico O-metil transferasa vy de la capsaicinoide
sintetasa en tejido calloso (no diferenciado) en com-
paracion con la de los frutos, lo cual sugiere que tam-
bién esta deficiencia enzimatica puede ser la
responsable de los menores valores de acumulacion de
capsaicinoides en los cultivos celulares!.

Estudio de las defensas naturales
de Capsicum

La utilizacién del cultivo de tejidos vegetales nos ha
permitido también empezar a conocer como es que la
planta de chile produce otros metabolitos secundarios
interesantes y utiles y entender para qué le sirven. Es
poco lo que se conoce sobre los productos naturales
que caracterizan al fruto de esta planta, como son los
pigmentos o carotenoides que le dan el color rojo a los
frutos maduros, y también el capsidiol que es la fi-
toalexina de esta planta. A todos estos productos se les
considera como metabolitos secundarios.

En este articulo ya se han mencionado los estudios
que se desarrollan respecto de la capsaicina utilizando
cultivos de células en suspensién de chile. Nos referire-
mos ahora a los trabajos que estamos desarrollando
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RUTRA BIOSINTETICA DE CAPSIDIOL
Y DE LOS CAROTENOIDES DE CHILE
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Fig. 2. Ruta biosinlética de capsidicl y de los carotencides de
chile (Capsicurm annuump

sobre la biosintesis del capsidiol v de los carotenocides
(figura 2).

Uno de los problemas mas importantes del cultivo
de chile en México se refiere a las plagas y enfer-
medades que lo aquejan. Los tratamientos tradicio-
nales con pesticidas v fungicidas quimicos han
provocado una grave contaminacion de los suelos y la
generacion de cepas de hongos fitopatégenos mas re-
sistentes a estos productos. El problema ha llegado a
tal grado que algunos productores de chile que tenian
sus campos de cultivo en San Francisco del Rincén, en
el Estado de Guanajuato, han tenido que buscar otro
lugar para establecer sus cultivos, va que es incosteable
la produccién de chile debido a la cantidad de residuos
quimicos acumulados en el suelo vy la presencia de
cepas de Phytophthora altamente resistentes a diversos
fungicidas. Por estos motivos, los productores se han
trasladado a Dolores Hidalgo en el mismo estado, en
busca de campos libres de estos problemas. Sin em-
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bargo, ante la falta de alternativas, han seguido utili-
zando los productos quimicos en sus campos, sabiendo
que muy probablemente lleguen a tener una situacion
similar a la que los obligé a moverse de su lugar de
origen.

Una posibilidad interesante para intentar resolver
estos problemas es la de fratar de incrementar la efi-
ciencia de las defensas naturales de la planta de chile,
como lo es la produccién de la fitoalexina sesquiter-
pénica capsidiol. Las fitoalexinas son substancias or-
ganicas de bajo peso molecular con propiedades
antibiéticas producidas sélo ante estimulos especificos
como el atague de patégenos o estimuladores biéticos
o abicticos que simulan este asltaque1 3

Se sabe que estos compuestos no permanecen acu-
mulados en los tejidos, sino que posteriormente son
degradados por la propia planta de chile. En este sen-
tido, se les puede considerar como pesticidas naturales
y biodegradables. En general, una de las diferencias
observadas entre variedades de plantas susceptibles y
resistentes a ciertas enfermedades, es la velocidad de
produccién y la concentracién de la fitoalexina respec-
tiva. Si la planta es capaz de producirla rapidamente y
en altas concentraciones, tendra mayores posibilidades
de resistir el ataque. Por lo tanto, si pudieramos contro-
lar la produccién de las fitoalexinas antes del ataque de
los patégenos, podriamos estar en condiciones de en-
frentar las enfermedades de los cultivos y disminuir o,
en el mejor de los casos, eliminar el uso de agroquimi-
cos. Existen dos maneras de intentar esto: la primera es
por la adicién de substancias no contaminantes estimu-
ladoras de la produccién de las fitoalexinas para desa-
mollar tratamientos preventivos confra las enferme-
dades: y la segunda es por la manipulacion genética
de la ruta de biosintesis de las fitoalexinas para tratar de
obtener plantas transgénicas que las produzcan mas
rapido y en mayor cantidad o que sean capaces de
producir una mayor diversidad en las estructuras
quimicas, lo que podria derivar en un espectro mas
amplio de accién. Es con esta intencion que nos hemos
involucrado en el estudio de la biosintesis del capsidiol
en la planta de chile.

Se ha demostrado que el capsidiol inhibe el cre-
cimiento de diversos hongos fitopatogenos como
Fusarium, Helminthosporium v algunas cepas de Phyto-
phthora. Se conoce también su estructura quimica v los
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pasos importantes de su ruta biosintética'?. Realizamos
los primeros estudios con frutos de chile obfenidos en
el mercado, a los cuales les inyectamos una solucién
de celulasa. Con esto se produce una degradacién de
las paredes celulares para simular un ataque de
patégenos en el interior del fruto con la consecuente
produccién de capsidiol, que se acumula en el liquido
invectado. De ahi se exirae el capsidiol, se identifica
por cromatograffa en capa fina, se purifica y se utiliza
para diversos estudios como los bioensayos con dife-
rentes hongos.

Hemos utilizado este sistema para la aplicacién de
ofros posibles estimuladores mas econémicos, como el
acido salicilico y jasmonatos; sin embargo, ninguno de
estos dos ha sido tan efectivo en la produccién de cap-
sidiol como la celulasa, pero si se ha encontrado que el
acido salicflico aplicado conjuntamente con la celulasa
abate la produccién de capsidiol, lo que concuerda con
los resultados de otros gruposl3, Durante estos trabajos
enfrentamos problemas de reproducibilidad de los re-
sultados debidos a la presencia de residuos de pestici-
das o a las infecciones internas en los frutos adquiridos
directamente del mercado, lo cual alteraba la produc-
cién de la fitoalexina. Para solucionar este problema
recurrimos al establecimiento de diversos cultivos in vi-
tro de células de chile. Es posible obtener células en
suspension o callos de diferentes variedades de chile,
pero en el caso de la variedad de chile ancho que utili-
zamos (Ancho San Luis), estos cultivos eran de lento
crecimiento, delicados en su manejo v teniamos el in-
conveniente de que debian cultivarse con fitorregu-
ladores para mantener el estado desdiferenciado y no
sabfamos qué efecto podrian tener sobre la produccion
de la fitoalexina. Afortunadamente pudimos establecer
cultivos de raices de chile en condiciones estériles que,
por ser érganos cultivados en condiciones controladas
y sin fitorreguladores, ofrecian para nosotros muchas
ventajas en comparacién con los cultivos celulares.
Estos cultivos de raices respondieron bien a la adicién
de celulasa, con la ventaja adicional de que el capsidiol
producido se excretaba al medio de cultivo facilitando
asi su obtencién'®.

Bioquimica y biologia molecular
de las fitoalexinas de Capsicum

El sistema de raices cultivadas in vitro lo hemos utili-
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zado para establecer la cinética de produccién de cap-
sidiol y para detectar a la enzima inducible responsable
de canalizar la ruta general de los terpenos hacia la
produccién especifica del capsidiol. A esta enzima se le
conoce como S-epi-aristoloqueno sintasa (EAS) y
cataliza la ciclizacién del farnesil pirofosfato para la for-
macién del precursor inmediato del capsidiol. Se ha
demostrado, por medio de anticuerpos monoclonales
contra una enzima similar pero de tabaco, que la EAS
de chile no se encuentra en tejidos que no han sido
tratados con celulasa, por lo que su presencia solo se
puede deber a la expresion del gen respectivo. Esto
sugiere que la region regulatoria del gen de la EAS in-
ducible, debe tener la informacién necesaria para re-
conocer las senales de ataque o estimuladores similares
e iniciar la produccién del capsidiol. Actualmente esta-
mos realizando diversas actividades con la intencién de
identificar y aislar a este gen para su posterior carac-
terizacién y manipulacion genética,

Uno 'de los problemas que se tienen con cultivas
comerciales como el chile ancho, es que durante los
programas de mejoramiento a través de selecciéon y
cruzas de variedades silvestres v comerciales menos
atractivas, esta variedad del tipo ancho ha acumulado
una serie de genes dentro de los cuales podrian in-
cluirse aquéllos en los que estamos interesados. Esto
significa que probablemente en la variedad de tipo an-
cho exista més de un gen de la EAS o aun genes con
secuencias similares, pero que no tengan relacién con
la produccién de fitoalexinas. La dificultad estriba en-
tonces en identificar y aislar especificamente el o los
genes de EAS inducibles v que estén relacionados con
la produccion de capsidiol. Para lograr esto estamos in-
tentando diversas estrategias: por un lado, ya se ha pu-
rificado parcialmente y caracterizado a la enzima EAS
inducible'”. Ademés de la valiosa informacién ob-
tenida respecto a sus caracteristicas bioquimicas, es-
peramos poder utilizarla para secuenciar alguno de sus
extremos v disenar oligonucleétidos especificos que
nos sirvan como sondas adecuadas para identificar al
gen respectivo. Se esta intentando también la obten-
cion de un fragmento especifico del extremo 3 del
ADNc de la EAS inducible. Para ello, se realizan ac-
tualmente una serie de combinaciones de métodos
moleculares como RT-PCR, exposicién diferencial
("differential display"} y purificacién de ADN a partir de
geles tipo RFLP. Alternativamente, el sistema de raices
en cultivo se esta utilizando para extraer ARNm a los
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tiempos de incubacién en los que se acumula la EAS
después de la estimulacién, con el fin de establecer una
genoteca de ADNc v aislar de ahi el ADNc de la EAS
inducible con las sondas que estan siendo elaboradas.
Actualmente, se tiene también un banco genémico de
la variedad Ancho San Luis del cual se espera aislar el
gen genémico de la EAS inducible para analizar su
region regulatoria y disenar estrategias de manipu-
lacién genética que nos permitan hacer mas eficiente
su expresion. La idea es que, al reintroducirse en la
planta, pueda incrementarse la velocidad de produc-
cion y/o concentracion de la fitoalexina.

Estrategias similares se estan utilizando para identi-
ficar y aislar al gen de la enzima 3-hidroxi-3-metilglu-
taril Coenzima A reductasa (HMGR), que inicia la
biosintesis de terpenos. En este caso hay también
varios genes de HMGR en chile, por lo que intentamos
aislar el inducible por ataque de patégenoslﬁ‘

Respecto al estudio de los carotenoides y debido a
la posicién en que se encuentra la enzima HMGR en la
ruta de los terpenos, estamos ademas realizando ex-
perimentos tendientes a determinar cual seria el im-
pacto de modificar la expresién del gen de HMGR para
dirigir la enzima correspondiente al cloroplasto, que es
el lugar en donde se sintetizan y acumulan los caro-
tenoides. Para ello se han construido diversas versiones
del ADNc de HMGR de Arabidopsis thaliana'’ y con
ellas se han transformado células de tabaco. De estas
células se han regenerado plantas transgénicas y ac-
tualmente se estan analizando los efectos de las diver-
sas construcciones en la produccién de carotenoides,
esteroles y sesquiterpenos. Es conveniente mencionar
que, al igual que el chile, la planta de tabaco también
produce capsidiol como fitoalexina en respuesta al
ataque de patégenos y una vez que se tenga un
sisterna eficiente de transformacion genética vy regene-
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racion de plantas de chile, se intentaran las transforma-
ciones correspondientes.

Con estos trabajos esperamos conocer mas sobre la
interaccion planta-patégeno v sobre los mecanismos de
defensa inducibles de las plantas asi como tener la
posibilidad de aplicar estos conocimientos en proble-
mas especificos v con posibilidades de lograr un mejor
aprovechamiento de los productos naturales importan-
tes de la planta de chile.
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Marcadores geneticos

Aungue no todos seamos especialistas en genética, de
alguna manera nos resulta familiar el concepto de he-
rencia genética. Por ejemplo, con facilidad apreciamos
las similitudes entre los parientes de una misma familia;
cuando escogemos frijoles negros o rosados apre-
ciamos de manera intuitiva que las diferencias o simili-
tudes enfre individuos se debe a la informacion
genética que hereda cada individuo de sus progeni-
tores

Dentro de los organismos vivos existe una gran
variedad de formas, colores, tamanos (caracteristicas
morfolégicas), que los distinguen entre si. Esta varia-
bilidad, o "polimorfismo" genético, ocurre en forma
natural dentro y entre diferentes poblaciones de orga-
nismos. Cualquier diferencia genética detectable entre
dos individuos sirve entonces como una "efiqueta" o
"marcador genético " que se convertira en un rasgo
caracteristico y propio de cada individuo o de cierto
grupo de individuos. Los marcadores mas antiguos, y
mas ampliamente utilizados, son aquellos basados en
caracteres morfolégicos. En el caso particular de las
plantas, los marcadores genéticos morfolégicos se han
empleado desde que el hombre practica la agricultura
y ha seleccionado individuos con las caracteristicas que
forman la base del fitomejoramiento de una variedad y
con una propiedad agronémica especifica. Un ejemplo
sencillo de este proceso lo constituye la preferencia
natural por mazorcas de maiz de color amarillo aun
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cuando existe informacién genética de variedades crio-
llas para formar granos morados o cafés.

Una segunda generacion de marcadores genéticos
son los marcadores "bioquimicos”. Con el fin de am-
pliar el espectro de marcadores disponibles, algunos in-
vestigadores han utilizados come marcadores genéticos
varios compuestos bioquimicos. Estos marcadores bio-
quimicos pueden ser metabolitos secundarios, pro-
teinas estructurales o enzimas. En general, las proteinas
han sido més utiles como marcadores genéticos: la
faseolina, proteina de almacenamiento del frijol, ha
sido utilizada para estudiar las relaciones entre el ger-
moplasma de frijol v mostrar que probablemente el fri-
jol fue domesticado en dos regiones distintas de
América, la regién andina y la region meso-ameri-
cana'. Las isoenzimas han sido utilizadas exten-
samente en diversos cultivos, entre los que destaca el
jitomate, para el cual se encontré una forma de fosfa-
tasa &cida (utilizado como isoenzima), que funciona
como un marcador para un gen de resistencia a
nematodos”.

Aungue hay algunos casos que han tenido éxito, los
marcadores morfolégicos vy bioquimicos presentan al-
gunas desventajas: los marcadores morfol6gicos son
afectados de manera intensa por el medio ambiente;
por ejemplo, es dificil en algunos casos determinar si
una planta de maiz dio un rendimiento pobre porque
su potencial genético no le permite un mejor
rendimiento o porque se cultivd en un lugar del campo
con riego escaso o suelos pobres. Tanto los mar-
cadores morfolégicos como los bioguimicos pueden ser
especificos de un tejido en particular o de un estadio
de la planta. Para conocer el color de la flor de una
planta debemos esperar, por supuesto, la etapa de
floracién. Tal vez la desventaja mas importante en este
sentido sea el nimero limitado de marcadores mor-
folégicos v bioquimicos v el enorme esfuerzo requerido
para conjuntar varias caracteristicas en una sola
variedad v su analisis simultaneo. El nimero maximo
de isoenzimas registradas es de alrededor de 60°.

Estas limitaciones han sido superadas con la nueva
generacion de marcadores, los llamados marcadores
moleculares o los marcadores basados en variacién en
el ADN. Los marcadores moleculares no son afectados
por el medio ambiente, ya que se basan en las
propiedades del ADN vy la informacion genética no
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cambia aunque las plantas estén sujetas a condiciones
extremas y variadas. Ademas, como se trata de ADN,
la informacién es constante en cualquier parte de la
planta y en cualquier etapa del desarrollo. Por razones
que se explican mas adelante, existe potencialmente
un nimero ilimitade de marcadores moleculares: en el
maiz ya estan disponibles mas de mil marcadores®, v
aun especies menos explotadas en este campo como el
frijol tienen al menos 200 marcadores disponibless‘ Al
igual que los marcadores morfolégicos y bioquimicos,
los marcadores moleculares detectan la variacion natu-
ral entre individuos y su herencia sigue las leyes men-
delianas. Una ventaja adicional a nuestra disposicién
es la posibilidad de analizar locis tnicos (regiones Gni-
cas en el genoma) o locis miiltiples (regiones repetidas
a través del genoma).

Marcadores moleculares

Los tres tipos de marcadores moleculares empleados
de manera mas amplia son: polimorfismos en la longi-
tud de fragmentos de restriccién (RFLP, por sus siglas
en inglés)ﬁ. ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD)"®, y polimorfismos en fragmentos amplifi-
cados (AFLP}Q, Para detectar polimorfismos con mar-
cadores moleculares se han usado dos técnicas basicas
de biologia molecular: hibridizacién tipo Southern'® y
la reaccién de polimerizacion en cadena, {PCR}“, La
metodologia de los RFLP se basa en la técnica de hi-
bridizacién tipo Southern. Esta técnica se basa en la
propiedad del ADN de hibridar o aparear con secuen-
cias homologas. Si cortamos el ADN de un individuo
con una enzima de restriccion, el patrén preciso de
fragmentos puede variar comparado con ofro indi-
viduo. Esto se debe a pequenos cambios que ocurren
en o cerca de los sitios de restriccién. Cuando se hi-
bridiza el ADN de diferentes individuos con una sonda
especifica marcada con un elemento radiactivo, detec-
tamos estos pequenos cambios o polimorfismos como
diferencias en la migracién de los fragmentos en un gel
de agarosa. Fragmentos mas grandes corren mas len-
tamente v viceversa (Fig.1).

La técnica de los RAPD se basa en una modifica-
cién de la técnica de la PCR. La PCR permite la am-
plificacién especifica de regiones de un genoma
flanqueadas por secuencias conocidas. Pequenos oli-
gonucledtidos, con homologia a las secuencias flan-
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queantes, son utilizados como iniciadores por la
polimerizacién del ADN de la regi6n de interés, La tec-
nica de los RAPD usa un solo oligonucledtido con
secuencia al azar y se amplifica una regién del genoma
flanqueada por replicas invertidas del oligenucledtido.
Los resultados de la amplificacién se pueden visualizar
después de electroforesis en un gel de agarosa y tin-
cién con bromuro de efidio. La base del polimorfismo
en este caso resulta en pequenos cambios en o cerca
de las regiones de homologia del oligonucledtido, que
pueden afectar la eficiencia de la PCR v causar ganan-
cia o pérdida de bandas (Fig.2).

La metodologia recién desanollada es la de los
AFLP, que combina analisis de polimorfismos en la
longitud de fragmentos de restriccién con defeccion
por PCR. La base del polimorfismo: de los AFLP es
igual que en el caso de los RFLP. En el procedimiento
de los AFLP, se corta el ADN genémico con enzimas
de restriccién como en el caso de los RFLP; sin em-
bargo, en lugar de utilizar una sonda para detectar
polimorfismos se usa PCR. Los oligonucledtidos utili-
zados no son de secuencias al azar, sino especificos
para los sitios de restriccion. Primero se lleva a cabo
una ligacién de adaptadores especificos, en los extre-
mos cortados, luego se hace la PCR con oligonucle6ti-
dos homélogos a los adaptadores y con una base
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selectiva. A continuacién se hace una segunda PCR
con tres bases selectivas (Fig.3). Durante la reaccion,
en realidad son los fragmentos de restriccion los que
son amplificados. El marcaje de uno de los oligonu-
cledtidos con radiactividad permite visualizar las ban-
das amplificadas después de electroforesis en geles de
acrilamida.

Debido al gran niimero de enzimas de restriccién
disponibles, v el nimero posible de permutaciones de
secuencias de oligonucleétidos al azar, aunado al
hecho que RAPD y AFLP detectan muiltiples locis
simultineamente, estos marcadores son potencial-
mente ilimitados.

Los marcadores de ADN han extendido las aplica-
ciones de los marcadores genéticos clasicos. Actual-
mente se utilizan de manera rutinaria las "huellas
genéticas" detectadas con marcadores moleculares en
casos forenses y de patemidad en humanos, y para
clasificacién y proteccién varietal en plantas. En el
campo de fitomejoramiento se estan haciendo seleccio-
nes con marcadores en programas de me]ommlento
tanto para caracteres con base genélica sencilla,’
COMo para caracteres quanhtatwosn. Los marcadores
son herramientas muy poderosas que sirven para hacer
eficiente la seleccién y acelerar dichos programas.
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La posibilidad de producir mapas genéticos esen-
cialmente saturados con marcadores (utilizando las
teorias de mapeo genético clasico), ha conducido a la
clonacién de genes de funcién bioquimica desconocida
debido a su localizacion con marcadores moleculares.
La estrategia radica en encontrar marcadores molecu-
lares fuertemente ligados al gen de interés y gque flan-
quean dicho gen. Esta estrategia ya ha tenido éxito en
varios organismos, incluyendo el hombre, plantas y ra-
fones entre otros.

Interaccion entre frijoly C.
lindemuthianum

En el grupo de genética molecular en la Unidad
Irapuato del Cinvestav, el modelo de estudio que he-
mos escogido es la interaccion entre el frijol (Phaseolus
vulgaris) y el hongo causante del antracnosis en frijol,
Colletotrichum lindemuthianum. El objetivo del trabajo
a largo plazo es estudiar a nivel molecular el meca-
nismo de resistencia/susceptibilidad en la planta de fri-
jol y los procesos relacionados con el hongo.
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El patégeno es muy variable, se han descrito hasta
30 patotipos o razas solamente en México!?. El ger-
moplasma de frijol proveniente de México ha sido am-
pliamente utilizade como fuente de resistencia a C.
lindemuthianum en Europa y en los EUA; sin em-
bargo, este germoplasma es muy susceptible a las razas
del patégeno presentes en México. En colaboracién
con el Dr. Jorge Acosta del INIFAP, del Campo Experi-
mental Valle de México, hemos iniciado estudios sobre
una linea de frijol desarrollada en el CIAT (Centro de
Investigacion de Agricultura Tropical), con un amplio
margen de resistencia, incluyendo la mayoria de las
razas del patégeno presentes en México. Por medio de
infecciones de plantas de una poblacién segregante de
la cnuza entre A193 (resistente) y Flor de Mayo (suscep-
tible), hemos determinado que la base de la resistencia
en A193 se debe a dos genes que interaccionan para
producir la resistencia. Aunado a esto, hemos hecho
un escrutinio de polimorfismo en términos de mar-
cadores moleculares, entre A193 y Flor de Mayo, utili-
zando RFLP, RAPD y AFI.P. Hemos determinado
también mas de 200 marcadores dtiles para llevar a
cabo estudios de ligamiento y mapeo en nuestro mate-
rial. Como un primer acercamiento, hemos determni-
nado dos grupos de ligamiento asociados con la
resistencia; un grupo con 16 marcadores y ofro con 7
marcadores. Esta en progreso la preparacién de un
mapa de ligamiento completo para ubicar los genes de
resistencia dentro del genoma de frijol. Ademas, los
marcadores determinados estan disponibles para otros
investigadores o para uso en seleccién en programas
de fitomejoramiento. Para facilitar fa clonacién y ca-
racterizacion de los genes de resistencia a base de
mapeo, esta en sus ultimas etapas de pr(-zparacic’m15
una genoteca de frijol de ADN de alto peso molecular
(100Kb).

Varios investigadores han analizado las razas de C.
lindemuthianum que se encuentran en México'®17
utilizando cultivares diferenciales; sin embargo, no se
ha llevado a cabo un estudio sistematico del patogeno
en diferentes regiones del pais. Nosotros hemos ini-
ciado un estudio de este tipo en colaboracién con el
M.C. Raiil Rodriguez del INIFAP, Valle de Guadiana,
Durango, al combinar métodos tradicionales, como la
caracterizacion de aislados del hongo con cultivares
diferenciales de frijol, v marcadores moleculares para
formar huellas genéticas a través de AFIP. Con esta
estrategia hemos caracterizado alrededor de 50 ais-
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lados en los estados con mas alta produccién de frijol:
Chihuahua, Durango y Zacatecas. lLos resultados
muestran que los marcadores moleculares agrupan los
aislados en términos de su origen geografico; sin em-
bargo, no encontramos una correlacion entre origen
geografico y patotipo determinado por infecciones so-
bre cultivares diferenciales. En los 50 aislados anali-
zados se enconfraron 7 patotipos; en cambio, cada
aislado dio una huella genética distinta. Esto demues-
fra que la variacién en la organizacién del genoma del
hongo es muy dinamica, mientras hay poca varabili-
dad en patotipo. Ademas, los 7 patotipos encontrados
invariablemente infectaron cultivares provenientes de
México, v no cultivares de la regién andina o de ofras
regiones de Meso-América. Estos resultados concuer-
dan bien con la teoria de coevolucion enfre patégenos
y sus hospederos. Ya hemos extendido nuestro mues-
treo hasta Jalisco y Michoacan vy actualmente estas
muestras estan bajo andlisis. El estudio completo, que
contempla incluir muestras de Veracruz, Oaxaca y
Chiapas, dara una imagen bastante amplia de la pre-
valencia de las razas de C. lindemuthianum en
Meéxico, lo cual sera util no solamente para nosofros
sino también para los mejoradores y agricultores en
estas regiones.

Conclusiones y perspectivas

Los marcadores moleculares son hemramientas muy
poderosas, tanto en proyectos aplicados de me-
joramiento e identificacion de individuos, como en es-
tudios basicos de localizacién, aislamiento vy carac-
terizacién de genes.

En la Unidad Irapuato del Cinvestav hemos explo-
tado los marcadores moleculares para estudiar genes
de resistencia a C. lindemuthianum en frijol y para
analizar las poblaciones del patégeno en Meéxico.
Segun resultados preliminares, hemos
disenado experimentos para el aislamiento y caracteri-
zacién de los genes de resistencia, para estudiar con
més detalle la alta variabilidad del hongo v las relacio-
nes entre los diferentes patotipos.
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Genética molecular

La genética molecular en plantas es un érea de la bio-
logia que ha venido desarrollandose extensamente en
los tiltimos anos. Esto ha ocurrido en parte gracias al
establecimiento de la planta Arabidopsis thaliana como
sistema modelo de estudio v a la generacion de nuevas
tecnologias para la manipulacién genética. A nivel mo-
lecular, la mayoria de los conocimientos basicos sobre
los fenémenos que rigen el crecimiento v desanollo de
una planta se entienden en menor grado que en ofros
sistemas eucaridticos. Avances recientes en la biologia
vegetal han establecido que muchos de estos feno-
menos son analégos a los que ocurren en otros orga-
nismos, y gque aunque los mecanismos de ejecucion
suelen ser diferentes, existen elementos en comtn con
otros sistemas. Dos de los modelos méas importantes en
el estudio de la biologia vegetal en la actualidad son
Arabidopsis como fuente de nuevos genes, de mutantes
y de sistemas para el andlisis genético v molecular, v la
levadura Saccharomyces cerevisiae como el sistema eu-
cariotico mas desarrollado genéticamente vy con carac-
teristicas Unicas para el aislamiento y analisis de genes
de otros organismos.

Arabidopsis thaliana, un hierbajo
clave en genetica molecular de
plantas

Arabidopsis posee un gran nimero de propiedades
que la han colocado como el sisterna ideal en biclogia
vegetall. Esta planta ha sido objeto de estudios clasicos
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en genetica por mas de cuarenta anos, v desde hace
unos diez anos se ha establecido como el sistema mas
adecuado para desarrollar el area de la genética mo-
lecular en plantas. Arabidopsis pertenece a la familia
Brassicaceae en la cual se agrupan cultivos de interés
agricola como son el brécoli v la coliflor. Algunas de
las primeras caracteristicas afractivas de Arabidopsis
fueron: tamano pequeno (20-30 cm), tiempo corto de
generacion (5-6 semanas), facilidad de crecerla en con-
diciones de laboratorio, el hecho que se autopoliniza y
que produce cerca de 10,000 semillas por planta
y posee el genoma mas pequeno descrito en plantas
compuesto, ademas, en su mayoria por secuencias uni-

cas de DNA.

Dos de las dreas donde méas emperio se ha puesto
en A thaliana es en el desarrollo de diversos aspectos
para el analisis de su genoma y en el establecimiento
de recursos de informacién electrénica. Se han gene-
rado mapas genéticos con mas de 460 marcadores visi-
bles y con diversos tipos de marcadores moleculares
(RELP, RAPD, CAP, AFLP, SSLP, RIL, etc.), al igual
que mapas fisicos de sus cinco cromosomas; mas del
95% del genoma se halla ordenado en conjuntos de
clonas en casmidos y en cromosomas artifliciales de
levadura (YAC). La informacién relativa al genoma
se encuentra depositada en el Centro del Genoma
de A. thaliana (ATGC) en la Universidad de Pennsyl-
vania.
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Al igual que con otros sistemas modelo, existen en
Arabidopsis proyectos destinados a la secuenciacién de
su genoma. Entre ellos se han obtenido avances signifi-
cativos en la secuenciacion de diversos genes que se
expresan (clonas EST, Expressed Sequence Tags). Se ha
publicado para Arabidopsis un nimero maximo de
20,000 genes, hasta el momento se ha reportado la
secuenciacion de cerca de 24.000 EST, que es mas de
lo que se tiene para cualquier otro organismo, excep-
tuando al humano. Con el propésito de ayudar al
analisis de la coleccion de EST, éstos han sido recien-
temente ensamblados en consensos tentativos por
TIGR (The Institute for Genome Research). La infor-
macién en curso sobre la secuenciacion de EST y
sistemas para su analisis se encuentra depositada en
bancos de informacién accesibles a traves de la red
WWW. La aplicacién de la informacién v de los recur-
sos obfenidos de la investigacion basica con Arabidop-
sis marcara la pauta para el entendimiento de los
problemas fundamentales de la biologia de las plantas.
Entre las metas a futuro en la investigacion de Arabi-
dopsis se encuentran la secuenciacién completa de su
genoma (programada para el ano 2004), la con-
tinuacion del aislamiento y caracterizacion de mutantes
en genes esenciales utilizando diversas estrategias de
seleccion, el desarrollo de tecnologias para evaluar la
funcionalidad y la significancia de las secuencias
genomicas identificadas, el fomento a los centros de
acopio y asociaciones de bancos de datos. Informacion

Enero-febrero de 1997



Fig. 1
rabidopsis. Plar
mINQdas por 4

dea la lzgl Q) del e
leno: M sta constitutl-
vanm

marf s conespendiente

sido identificodos.

adicional sobre Arabidopsis puede obtenerse a fravés
de la red WWW.

A la caza de nuevos genes en
plantas

El anélisis genético ha sido uno de los enfogues mas
fértiles en la bisqueda de nuevos genes involucrados
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en la gran variedad de fendmenos que ocurren en las
plantas. El ciclo de vida corto, el tamano v la gran pro-
duccion de progenie facilitan la blsqueda en Arabidop-
sis de mutantes alteradas en un fenomedo de interes
Las herramientas que se han desarrollado en Arabidop-
sis para el analisis y la manipulacién del genoma per-

rés identificado

miten el aislamiento del gen de int

Unicamente por su fenotipo mutante” : Un t:'|i.']||il|t1 es
el del efileno, un gas simple que regula diversos
procesos durante el crecimiento y desarrollo vegetal,
como son la germinacion, la senescericia, la elongacion
celular y la maduracion de !mtm.'] (ver mas adelante)
El primer paso en este analisis genético fue identificar
un fenotipo sencillo para la blisqueda de las mutantes”
La diseccién genética de la respuesta que presentan
plantulas de Arabidopsis resulté ser un fenotipo muy
apropiado para la identificacién de componentes requ
latorios esenciales en la via de senalizacion de este
gas”. La caracterizacion de mutantes resistentes a la ac-
cion hormonal o que presentaron respuestas constituti
vas a la hormona han servido para establecer qué
mecanismos dependientes de fosforilacion ocurren du-
rante la percepcion vy la transduccién de la senal del
etileno y para el aislamiento del primer receptor de una
hormona vegetal”.

Oftro camino sequido comunmente en estudios de
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ATL2 DPTECAVCLSEFEESETGRVLPNCQHTFHVDCIDMWFHS-HS--TCPLERSLYV
G1 DSDCCAICIEAYKPTDTIRILP-CKHEFHKNCIDPWLIE-HR--TCPMCKLDV
RAD18 TLLRCHICKDFLKVPV--LTP--CGHTFCSLCIRTHLNN-QP--NCPLELFEF
1E110 EGDVCAVCTDEIAPHL-RCDTFPCMHRFCIPCMKTWMQL-RN--TEPLENAKL
PML QFLRCQQCQAEAKCP----KLLPCLHTLESGCLEA------ SGMQECPICOAPH
BRCA1 KILEGPICELIKEP----- VSTKCDHIFCKFCMLKLLNQKKGPSQCPLEKNDI
MSL2 QLLSEVVECQLLVDPYS---PKRECQHNVCRLELRGKKHL-FP--SETQCEGLS
RING1 SELMEPICLDMLKNTMTT---KECLHRFCSDEIVTALRS-GN-KECPTCRKKL
* * * * * * *
H

Fig: 3 Alineamiento del dominio rico en cisteinas de ATL2 con dominios del ipo RING. G1 es una proteina involucrada en la formacion
del mesodemmo en Drodephiia; RADIS estd involuciada en reparacion del DNA en 8. cerevisiae; IE110 es una proteina franscripeional
del virus del herpes; PML y BCR1 son oncopratelnas humanas, PML Involucrada en leucemia promielocitica aguda y BRE1 en suscepti-
biidad @ cancer mamaric y de ovario; ML52 paricipa en la regulacion de la compensacion de dosis genica en Drosophila y RING es
una proteina regulatoria humana gue e da nombre al dominio. Los residucs de cisteina 'y de hisfidina gue se postulan como ligandos

del zinc estdn sombreados y senalados con (*). El cambio de una cistelna por una histidina)(H] presente en ATL2 se senala.

genética molecular en plantas es el uso de la levadura
S cerevisiae como herramienta para el aislamiento v
analisis de genes. Algunas de las estrategias mas em-
pleadas se basan en la identificacién de componentes
que logran substituir parcial o totalmente una funcién
defectiva o suprimir mutantes condicionales de esta le-
vadura. El uso de §. cerevisiae permite ademas evaluar
estrategias no concebibles en ofros eucariotes, que pu-
diesen aportar rapidamente y sin gran esfuerzo nuevos
conocimientos aplicables a estos otros eucariotes. Son
areas importantes el disefio y la evaluacién de nuevas
estrategias de seleccién genética. La sobreexpression
condicional de cDNAs de Arabidopsis toxicos para S.
cerevisiae se ha evaluado como sistemna de seleccion
de genes regulatorios en planta.s?, Esta estrategia surge
de la observacién de que algunos dominios regulato-
rios v algunos factores de franscripcién quimeéricos son
toxicos cuando se sobreexpresan en S cerevisiae, de
hecho este tipo de seleccion se ha utilizadoe para la
identificacion de adaptadores transcripcionales en
mamiferos. La estrategia aplicada con Arabidopsis per-
mitié identificar, entre ofros, un nuevo gen regulatorio
no descrito previamente en plantas. Este gen denomi-
nado ATL2 (gene de Arabidopsis toxico para le-
vadura), corresponde a una clase conocida como de
respuesta primaria o de respuesta tempranas. Genes
de este tipo en vertebrados, como c-fos v c-jun, reali-
zan funciones esenciales durante el crecimiento y de-
sarrollo celular®. ATL2 codifica ademas un dominio
requlatorio y representa uno de los primeros genes de-
scritos en plantas de este tipo.

Las predicciones sobre la estructura del producto
génico indican que en ATLZ se combinan un dominio

regulatorio constituide por un dedo de zinc similar al
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del tipo RING, vy una senal putativa de anclaje a mem-
brana. La importancia de este tipo de dedo de zinc se
asume por su presencia en una gran diversidad de pro-
tefnas conservadas en la escala evolutiva, que incluye
factores de transcripcién, oncogenes vy genes involucra-
dos en recombinacion y reparacion del DNA. La senal
de anclaje sugiere un mecanismo fransitorio de perma-
nencia en el citoplasma del dominio que codifica al
dedo de zinc. Como caracteristicas comunes con genes
de respuesta primaria, ATLZ, muestra determinantes
para la degradacion rapida de mRNA y acumulacién
rapida v transitoria de franscrito en ausencia de sintesis
de proteinas. Entre los inductores de la expresién de
ATLZ2 estén las auxinas. Estos reguladores del cre-
cimiento confrolan gran diversidad de procesos de cre-
cimiento' v desarrollo en plantas. ATL2, como gen
regulatorio de respuesta primaria inducido por auxina,
podria formar parte de los mecanismos iniciales de
senalizaciébn controlando pasos subsequentes de la
respuesta. Analisis recientes indican que la disposicién
de RING encontrada en ATLZ aparte de ser un nuevo
tipo de dominio regulatorio, esta conservado en forma
mas constante en plantas que en ofros eucariotes; es
asi como ATLZ es parte de una gran familia génicag.
Las diversas herramientas para el analisis genético de-
sarrolladas en Arabidopsis permitiran la diseccion fun-
cional de esta nueva clase de proteinas regulatorias v
determinar su papel durante las primeras etapas en
vias de senalizacién en plantas.

Fisiologia molecular

La disponibilidad de técnicas en biclogia molecular ha
permitido abordar diversos fenémenos vegetales desde
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Fig. 4 Efecto de awina y cicloheximida en la expresion de ATL2.
Andlisis fipo Norhem realizado con RNA de plantulas de Arabi-
gopsis fratadas par 15 minutes bajo las condiciones indicadas.
Lla membrana se hibrdd primero con ATL2 y luego, come con-
trol, conun gen de actina.

ofra perspectiva. Las estrategias para aislar genes vege-
tales se han ido perfeccionando y en la actualidad
existe una gran variedad de métodos para este fin (ver
seccion anterior). Al mismo tiempo la disponibilidad de
tecnicas para la manipulacién genética de plantas su-
periores ha abierto una nueva via para el analisis del
desarrollo vegetal. La aplicacién de estas metodologias
ha resultado particularmente exitosa en el campo de la
fisiologia poscosecha de frutas y hortalizas, por lo que
no resulta sorprendente llamar al estudio de procesos
fisiolégicos con técnicas de biologia molecular, como
fisiologia molecular. Aunque en los albores de la in-
genieria genética de plantas (principios de los anos 80)
las perspectivas de aplicacién eran muchas y en diver-
sas areas, el primer producto manipulado por esta tec-
nologfa disponible comercialmente fue un fruto, el
jitomate. Las propiedades de este fruto son una vida
de anaquel mas prolongada que las variedades con-
vencionales. Esto se logré gracias a estudios basicos
del proceso de maduracion de frutos.

Maduracion de frutos

En muchas ocasiones resulta evidente la diferencia en-
tre un fruto inmaduro vy uno maduro. El cambio de
color, aroma, sabor y textura son manifestaciones ex-
ternas de una gran actividad metabdlica interna. Existe
un elemento clave para gue un fruto madure y es el
gas etileno, el cual. aunque tiene una estructura simple,
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Metlonina

SAM-Meationina
Sintetasa
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RCEC sintefasa

R Senescencia
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Etileno ——» Aeceptor — Maduracion de
Frutos
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Fig. 5 La ruta biosintetica del etileno. Se indican los principales in-
termediarios y las enzimas que los metabolizan asi como: tres
procesos metabdlicos en los que intenviens el gas,

es capaz de provocar, a concentraciones muy bajas,
efectos verdaderamente draméticos en diversos
procesos fisiolégicos de las plantas®. El etileno fue de-
tectado desde principios de este siglo precisamente por
los efectos que tenia sobre la maduracion de algunos
frutos. Aunque al principio no se le consideré un pro-
ducto vegetal, el desarrollo de poderosos métodos de
analisis como la cromatografia de gases permité de-
mostrar que todas las plantas producian etileno de
manera natural. Aunque todas las plantas producen
etileno constantemente, existen determinadas etapas
en el desarrollo durante las cuales la produccién se in-
crementa considerablemente y una de estas etapas es
precisamente la maduracién de frutos”®, Fl efileno ace-
lera la maduracién y esto tiene grandes repercusiones
en la actividad agricola de todo el mundo debido a que
ocasiona considerables pérdidas poscosecha y en con-
secuencia pérdidas econdmicas. Todas las tecnologias
actuales (como por ejemplo el uso de camaras con at-
mosferas controladas) encaminadas a reducir las pérdi-
das poscosecha se basan en el control de la actividad o
sintesis del etileno. Esto se consigue con diversos gra-
dos de éxito, pero en los frutos tropicales (mango,
pldtano, pina, guanabana etc) la aplicacion de estas
tecnologias no ha sido muy efectiva. Es precisamente
en estos casos en donde la biologia molecular vy la in-
genieria genética tendran un impacto considerable.

Biologia molecular del etileno

El etileno se sintetiza a partir del aminoacido metio-
nina, siendo el principal intermediario el acido 1-Amino
ciclopropano carboxilico (Fig. 5). Las tres principales
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!Alfclfc: Esparrago Brassica spp
|col Zanahoria _|Colfior
|Algodén Pepino  |Kiwi
Eucdlipto _|Lechuga |Papa
Cacahuate  |Soya Jitomate |
|Arroz Tabaco |[Nuez
Remolacha [Cana de

N | [azucar

|Girasol  |Maiz Melén
|Manzana  |Calaboza  |Ciruela

lc risantemo  |Berenjena |

Tabla 1. Algunos cultivas modificades por Ingeniena genetica

enzimas involucradas en la via biosintética, S-adenoacil
metionina sintetasa, ACC sintetasa y ACC oxidasa han
sido caracterizadas a nivel molecular y sus genes ais-
lados de diversas plantas. El andlisis de su expresion ha
revelado gue la S-adenoacil metionina sintetasa es una
enzima constitutiva ademas de que participa en ofras
reacciones metabélicas. Por el contrario la ACC sin-
tetasa v la ACC oxidasa son enzimas que normalmente
se encuentran en bajas cantidades o ausentes en frutos
inmaduros pero que incrementan su actividad consi-
derablemente durante la maduracion. Utilizando técni-
cas de ingenieria genética fue posible bloquear la
expresion de ambos genes por antisentido en plantas
transgénicas de jitomate lo cual produjo frutos que pro-
ducian muy poco etileno y por ello podian permanecer
en condiciones adecuadas hasta tres meses '}, En
contraste los frutos normales no duran mas de dos se-
manas.

Por mucho tiempo se postulé que los efectos del
etileno eran mediados por un receptor, el cual se en-
cargaba de la transduccién de las senales. La identifica-
cién de mutantes resistentes al etileno sirvieron para el
aislamiento del primer receptor de una hormona vege-
tal®®. En este sentido en la Unidad Irapuato se ha ais-
lado un gen que codifica para el receptor de etileno de
un fruto h'opicallz. La disponibilidad de este material
abre la posibilidad de usarlo en experimentos de trans-
formacion genética para bloquear la produccién de eti-
leno tanto en frutas como en hortalizas.
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Fig. 6 Una plantula regerierada de mango creciendo in vifro en
una atmasfera ca en €Oz

Para que la manipulacién genética de los frutos
tropicales sea una realidad, es necesario conocer en
detalle qué mecanismos moleculares ocurren en estos
frutos'. En nuestro laboratorio se ha aislado una serie
de genes que tienen una participacién activa en el
proceso de maduracién'?. Lo interesante es que al-
gunos de estos genes no se habian reportado previa-
mente como participantes en el proceso de
maduracién'>®. Actualmente se llevan a cabo estu-
dios para dilucidar el papel que tienen en este proceso.

Ingenieria genetica de frutos
fropicales

La posibilidad de manipular o alterar la expresion de
genes especificos por ingenierfa genetica ha revolu-
cionado el campo de la fisiologia vegetal. Actualmente
la lista de especies vegetales susceptibles de transfor-
macién genética es considerable y crece a un ritmo
acelerado (tabla 1). La mayoria de especies transfor-
madas son del tipo herbdceo o arbustivo. Algunas
especies de frutos del tipo lefioso han sido va transfor-
madas (manzana, nuez, ciruela, kiwi etc.). Sin em-
bargo, los frutos tropicales en su mayoria atin no han
sido manipulados geneticamente si exceptuamos a la
papaya. Actualmente en la Unidad Irapuato se ha de-
samrollado un programa de regeneracién y transforma-
cién genética de frutos tropicales como el mango, el
aguacate y el platano” (Figs. 6 v 7). Al mismo tiempo
se han aislado los genes que codifican para la sintesis
de etileno de algunos de estos frutos'®. Con una es-
trategia similar a la descrita anteriormente para el jito-
mate se intenta reducir la produccién natural de etileno
de estos frutos para alargar su vida de anaquel. Si la
vida postcosecha de muchos frutos es corta debido al
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Fig. 7 Una pldntula regenerada de aguacate creciendo in vifro
en medio con [luminacién total,

etileno, en los frutos tropicales este problema es par-
ticularmente agudo. Por ello, considerando los resul-
tados obtenidos en la aplicacién de tecnologias mas
convencionales en los frutos tropicales (camaras de at-
masferas controladas), la ingenieria genética parece ser
una alternativa mas efectiva. Esto permitiria la expor-
tacién de estos frutos a mercados lejanos, lo cual por el
momento esta restringido debido a su corta vida de
anaquel.

Mejoramento de frutos tropicales
por ingenieria genetica
El alargamiento de la vida de anaquel es solamente un

aspecto de las multiples aplicaciones que esta tec-
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nologia tiene en los frutos. Muchos de ellos son suscep-
tibles a la infeccion por patogenos vy la transformacion
con genes de resistencia representa una excelente alter-
nativa. Existen muchos hongos que atacan a frutos y
entre ellos se pueden mencionar a Colletotricum spp
que infecta al mango v al aguacate, a Micosfaerella fi-
jiensis, la famosa sigatoka negra del platano v a Phyto-
phtora spp que infecta al aguacate. La manipulacién
genética se puede utilizar para combatir a estos hongos
introduciendo genes de resistencia tales como quiti-
nasas, glucanasas, etc. Esta estrategia va se ha probado
con ofras plantas v los resultados han sido excelentes

Ofra area de los frutos en la que también puede
tener un impacto la ingenierfa genética es en lo refer-
ente a la produccién de aromas y sabores. Ya se han
identificado algunos genes que codifican para enzimas
involucradas en la produccién de estos compuestos. La
manipulacién de estos genes para alterar 0 mejorar la
calidad de muchos frutos esta en proceso en varios
laboratorios alrededor del mundo.

Finalmente los frutos, por medio de la ingenieria
genética, podrian usarse como ‘“biorreactores’” para
producir determinados compuestos (tiles para el ser
humano como diversos metabolitos, anticuerpos,
plasticos y vacunas humanas. Actualmente se lleva a
cabo en la Unidad Irapuato un proyecto de investi-
gacién en colaboracién con instituciones de salud en
México y la Universidad de Cornell para utilizar al fruto
de platano como vehiculo para aplicar vacunas. Por el
momento se fienen contempladas la vacuna contra el
colera v la hepatitis. Considerando el potencial de la
ingenieria genética, las posibilidades de extender esta
tecnologia para abarcar ofras vacunas son enormes.
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Introduccion

El desarrollo de metodologias para transferir genes
derivados de ofros organismos a plantas, y el avance
en las tecnologias de cultivo de tejidos vegetales, han
hecho factible la produccion de plantas genéticamente
maodificadas (plantas transgénicas), que transmiten a su
descendencia los genes que les fueron originalmente
introducidos. En los dltimos anos se han generado
plantas transgénicas con una mayor resistencia a enfer-
medades virales, al atague de insectos, o tolerantes a
dosis normalmente letales de herbicidas v ofros agentes
quimicos, que tendran un gran impacto en la produc-
cion agricola futura. Al mismo tiempo, los sistemas
transgénicos se han convertido en una poderosa he-
rramienta para analizar y delimitar secuencias de DNA
involucradas en el control transeripcional de los genes
vegetales y el estudio de algunos procesos fisiolégicos y
del desarrollo que son poco accesibles a otros enfoques
experimentales.

Mucho de este avance tan espectacular de la bio-
logia vegetal fue debido al intenso estudio de los
mecanismos de patogénesis de una bacteria, Agrobac-
terium tumefaciens, de la cual se derivaron los
primeros vectores para transformacién genética de
plantas.

El sistema de transferencia de
genes de Agrobacterium

A. tumefaciens es una bacteria gram negativa del suelo
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que puede infectar una amplia gama de especies vege-
tales. La infeccion se inicia en zonas heridas de la
planta, v da como resultado la formacién de tumores
("agallas" o "tumores de corona"), producto del cre-
cimiento desordenado de células vegetales no diferen-
ciadas en la regi6n infectada’. Dos propiedades
tipifican los tumores inducidos por Agrobacterium: (1)
su crecimiento independiente de aporte exégeno de fi-
tohormonas, normalmente requerido por células vege-
tales y (2) su capacidad metabdlica de sintesis de un
conjunto de compuestos nitrogenados atipicos, genéri-
camente denominados “opinas’, que sirven de fuente
de carbono y nitrégeno a las bacterias colonizantes.
Las caracteristicas fenotipicas anormales de las células
que forman los tumores, son la consecuencia directa
de la expresion de un segmento de DNA que Agrobac-
terium transfiere a las células infectadas, el cual se inte-
gra al genoma receptor en forma estable. Dicho segmento
de DINA es conocido como T-DNA.

El T-DNA esta contenido en un plésmido de gran
tamano (alrededor de 200 kpb), denominado plasmido
Ti (Tumor-inducing) vy codifica los genes involucrados
en la formacién de tumores y la sintesis de opinas. Dos
repetidos directos de 25 pb (secuencias bordes) flan-
quean al T-DNA y delimitan de manera precisa los ex-
tremos del mismo. Tres genes localizados en el T-DNA
codifican para enzimas involucradas en la sintesis de ci-
tocininas y auxinas, hormonas cuya acumulacion es la
causa directa de la proliferacién de células indiferen-
ciadas que da lugar a la formacién de tumores.

Un anélisis por mutagénesis usando transposones
delimito ofra regién del plasmido Ti involucrada en la
formacién de tumores, pero que no es transferida a
la célula vegetal. Esta region de cerca de 35 kpb ha
sido denominada regién de "virulencia" (vir), y con-
tiene 6 operones que codifican para todas las funcio-
nies responsables del procesamiento y transferencia del
T-DNA al nticleo de células vegetales y probablemente
también, de la integracion del T-DNA al genoma de la
célula vegetal recipiente.

La secuencia de eventos que conducen a la forma-
cion de tumores inducidos por A. tumefaciens puede
resumirse, para efectos de claridad, en cuatro etapas:
colonizacién bacteriana y unién a las células vegetales;
procesamiento vy transferencia del T-DNA; integracién
del mismo al genoma de la célula recipiente; y ex-
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presion de las funciones codificadas por el ADN trans-
ferido.

La colonizacién se inicia cuando Agrobacterium es
atraida a la zona herida por un fenémeno de quimio-
taxis inducido por bajas concentraciones (107 M) de
compuestos fendlicos tales como acetosiringona, acido
sinapinico o acido caféico (probablemente interme-
diarios o subproductos de la sintesis de lignina) presen-
tes en los exudados de células vegetales. Estos mismos
compuestos a concentraciones mayores 1(10'5 M) in-
ducen la activacién de la transcripcién de los genes de
virulencia. Estas moléculas inductoras son reconocidas
por un sistema sensorial del tipo de dos componentes
presentes en la bacteria, codificados por dos genes pre-
sentes en la region de virulencia (virA v virG).

El proceso de transferencia de DNA se inicia con el
reconocimiento de las secuencias borde del T-DNA por
un complejo formado por las proteinas codificadas
por los genes virD1 y D2, Este complejo VirD, hace un
corte en la cadena inferior en cada una de las secuen-
cias borde v se empieza a generar una copia de cadena
sencilla del T-DNA, por un desplazamiento re-plicativo
causado por los sistemas de reparacién de DNA. Esta
molécula de cadena sencilla queda covalentemente
unida a la proteina virD2, y es recubierta por otra pro-
teina, que se une a acidos nucleicos monocatenarios,
codificada por el gene virE2 . Este complejo nucleo-
protéico, llamado complejo T, es transferido a células
vegetales por un proceso aparentemente analogo al de
la conjugacién bacteriana. Una vez presente en el cito-
plasma de la célula vegetal, el complejo T es guiado al
ntcleo por la proteina VirD2, la cual contiene secuen-
cias de localizacién nuclear funcionales en plantas
(figura 1). Ya en su destino final, el T-DNA se integra
covalentemente al genoma de la planta, en una o mas
copias, en sitios distribuidos aleatoriamente en los cro-
mosomas de la célula receptora. Una vez integrado en
algiin sitio del genoma de la celula infectada, los genes
del T-DNA son franscritos por la RNA polimerasa II,
cuya expresion resulta en el fenotipo tumoral.

Transferencia de genes foraneos
a celulas vegetales

Una vez que se estableci6 definitivamente que A. tu-
mefaciens es capaz de transferir un segmento del plas-
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Figura 1. Representacion esguematica de los eventos molecu-
lares que resultan en la famacion del complejo nuclecproleico
(complejo-T) que se fransfiere de Agrobacterium a células vege-
tales:

mido Ti al genoma de células vegetales, surgié un
comprensible interés entre los bidlogos meleculares por
lo que parecia un vector potencial para transferir genes
especificos a plantas. La demostracion de que un
transposén bacteriano (Tn7), inserfo en la regién T de
un plasmide Ti, era fransferido e integrado en el
genoma de células de tabaco como parte del T-DNA?,
puso de relieve la capacidad de este sistema para
transferir cualguier secuencia de ADN infroducida ex-
perimentalmente en la region T del plasmido Ti.

Estudios orientados a establecer la funcionalidad de
genes provenientes de ofros organismos en sistemas
vegetales, mostraron que los genes procari6ticos o eu-
cari6ticos heterélogos intactos no son reconocidos por
la maquinaria transcripcional de la planta, y por con-
siguiente, no son expresados. Esto llevé a la conclusion
de que la expresién de genes heterGlogos en sistemas
vegetales, s6lo seria posible si las secuencias codifican-
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tes de los genes foraneos se colocaban bajo el control
de senales transcripcionales funcionales en plantas.

El primer ejemplo exitoso de la expresion de un
gen foraneo en células vegetales fué logrado en 1983
por Herrera-Estrella v co}aboradores3. quienes para
probar la factibilidad de expresar un gene bacteriano
en plantas construyeron un gen quimeérico compuesto
por el promotor y el terminador de la transcripcion del
gen de la nopalina sintasa (un gen del T-DNA que es
funcional en plantas), v la regién codificante del gen
bacteriano que codifica para la cloramfenicol-acetil
transferasa (cat) proviniente del Transposonq. El gen
hibrido fue insertado en el T-DNA de una cepa de A.
tumefaciens y transferido a células de tabaco. La detec-
cion de los ARNm v la actividad enzimatica correspon-
dientes al gen cat, en los tumores de las plantas de
tabaco infectadas con esta cepa, comprobé que el gen
quimérice era correctamente transcrito y traducido, de-
mostrandose de esta manera por primera vez que es
posible expresar genes de otros organismos en tejidos
vegetales,

Una vez que se sabia que la expresion de genes
foraneos en células vegetales era factible, el desarrollo
de un sistema eficaz de transformacién de plantas re-
queria del diseno y construccion de genes quimericos
susceptibles de ser usados como marcadores de selec-
cién dominantes, que son esenciales para la seleccién
vy recuperacion de las células que han incorporado la
informacién genética transfectada. El gen bacteriano
que codifica para la neomicina-fosfotransferasa |l
(nptll), se presentaba como un buen candidato para la
construccién de marcadores de ese tipo, ya que dicha
enzima inactiva a los antibiéticos kanamicina y G-418,
ambos altamente téxicos para células vegetales. Dos
grupos independientes publicaron de manera simul-
tanea”™” la construccién de genes quiméricos en los
que la secuencia codificante del gene nptll fue fu-
sionada a las senales de iniciacién y terminacién de la
transcripcién derivadas del gen de la nopalina sintasa.
Cuando este gen quimérico fue intraducido en celulas
vegetales, se encontr6 que las células transformadas
mostraban resistencia a los antibi6ticos kanamicina v
G-418, demostrandose que el gen hibrido transfectado
era funcional en plantas. Los genes quimeéricos que ex-
presan NPT Il se convirtieron pronto en los marcadores
de seleccién estandar para vectores de clonacién y ex-
presion en plantas.
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Vectores no-oncogenicos
derivados del plasmido Ti

Como va se ha descrito, los primeros experimentos de
transferencia de genes a células vegetales se llevaron a
cabo utilizando plasmidos Ti oncogénicos, por lo que
no era posible regenerar plantas a partir de las células
transformadas. Para que ello fuese factible era indis-
pensable el disefo y construccién de plasmidos Ti no-
oncogénicos que preservaran, sin embargo, su
capacidad de movilizar el T-DNA al huésped vegetal.
El descubrimiento de que el T-DNA no codifica nin-
guna funcién para su procesamiento y transferencia al
genoma de células vegetales, v que los repetidos direc-
tos de 25 pb en sus extremos son los tinicos elementos
de esta region indispensables para que tales procesos
tengan lugar, condujo pronto al desarrollo de ese tipo
de vectores. Zambriski y colaboradores’ construyeron
un plasmido Ti "desarmado", de cuyo T-DNA se dele-
taron los genes implicados en la biosintesis de hor-
monas (los "oncogenes'), preservandose del original
solamente las secuencias bordes (repetidos de 25 pb) v
el gen de la nopalina sintasa (nos), este tltimo utilizado
como gen reportero para demostrar que los plasmidos
desarmados son funcionales en la transferencia del
T-DNA.

Este plasmido Ti desarmado fué utilizado para
transferir el gen quimérico (funcional en céluas vege-
tales) que codifica para la neomicina fosfotransferasa Il
a células de tabaco, encontréandose que los transfor-
mantes adquirieron resistencia a kanamicina v, lo que
fue méas importante, respondieron normalmente a fito-
hormonas y pudieron dar origen a plantas completas y
aparentemente inalteradas. Mas ain, estas plantas
transgénicas produjeron semillas, y su anélisis mostré
que el patrén hereditario del gen quimérico corres-
pondia a una distribucién mendeliana tipica para un
caracter monogénico dominante®. Este resultado abri6
una amplia perspectiva para la generacion de plantas
fransgénicas, e impulsé el desarrollo de otros vectores
Ti "desarmados”, cuyo diseno facilita enormemente la
insercion del gen de interés en el T-DNA.

El sistema de transformacion de plantas basado en
A. tumefaciens ha sido aplicado exitosamente a un
gran nimero de plantas dicotiledoneas, como tomate,
papa, petunia, soya, zanahoria, lino, algodén y ofras.
Esfuerzos iniciales de transformar cereales vy algunas
ofras importantes variedades agricolas tuvieron poco
éxito, v fueron interpretados comeo consecuencia de
una pretendida incapacidad de Agrobacterium para
transferir DNA a especies que no son sus huéspedes
naturales. Sin embargo, recientemente se ha registrado
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el uso de Agrobacterium para la eficiente transforma-
cion de maiz y arroz, los dos cereales de mayor impor-
tancia economica en el mundo, lo que sugiere que
dicho sistema es probablemente efectivo para cualgier
especie vegetal. Mas atn, la reciente transformacién de
Saccharomyces cerevisiaze usando Agrobacterium
parece indicar que esta bacteria tiene la capacidad de
transferir DNA a una amplia gama de organismos eu-
cariéticos.

Oftros sistemas de fransferencia
de genes a plantas

El fracaso inicial en los intentos de transformar cereales
con el sistema de Agrobacterium, estimulé a muchos
grupos de investigacion a desarrollar sistemas alterna-
tivos de transferencia directa de genes a plantas. El
comtin denominador de estas técnicas es que prescin-
den de sistemas biologicos de ftransferencia (virus,
Agrobacterium) para introducir informacion genética
exégena a las células vegetales, lo que logran por
medio de procedimientos de naturaleza quimica, fisico-
quimica, o mecanica.

Muchos métodos de frasferencia directa de DNA a
células vegefales fueron desarrollados con diferentes
grados de éxito, entre los que destacan la incubacion
con polietilen glicol y CaClg, la microinyeccion, la elec-
troporacién, v el bombardeo con microparticulas. Por
limitaciones de espacio y la importancia relativa de
cada uno de estos métodos, nos limitaremos a describir
el més frecuentemente utilizado de estos métodos, el
bombardeo con microparticulas o biobalistica.

Biobalistica

La bicbalistica © bombardeo con microparticulas es un
proceso muy original desarrollado por el grupo del Dr,
John Sanford, que permite introducir DNA a virtual-
mente cualquier tipo de célula. En este procedimiento
el DNA es introducido a las células por medio de
particulas microscépicas aceleradas a velocidades su-
personicas, que atraviesan la pared y la mem'brana
celular sin causar, por lo general, efectos letales’. Los
microproyectiles son particulas de forma aproximada-
mente esférica (de 0.4 a 2.0 micrémetros de diametro),
hechas con materiales densos como tungsteno u oro,
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Figura 2. Represenfacion esquemndtica del sistema de bom:
bardeo con microparticulas o biolistica. Se muestra el sistema
mas modemo, en donde el macroprovectl es propulsado por
una descarga de helio a alta presion.

y que se recubren con el ADN que se desea transferir a
las plamasg, Para acelerar los microproyectiles y que
adquieran un momentum (masa x velocidad) suficiente
para penetrar a las células blanco, se utilizan "macro-
proyectiles" que son impulsados a grandes velocidades
(los microproyectiles son colocados sobre su superficie)
por un choque de gas, que puede derivarse de una ex-
plosién quimica, la explosion eléctrica de una gota de
agua, o una descarga de un gas inerte”. Las células o
tejidos que constituyen el blanco de los proyectiles se
disponen de tal forma que presentan la maxima super-
ficie para el bombardeo, en una érea de cerca de 5 cm
de diametro (figura 2).

El método biolistico podria considerarse lo mas cer-
cano a un mecanismo "universal' de transferencia de
genes, ya que por su naturaleza totalmente fisica, es in-
dependiente del tipo de célula blanco v ha sido utili-
zado no sélo para introducir ADN exégeno a células
vegetales, sino a células de una gran variedad de
organismos tales como bacterias, algas, hongos, células
animales, y aun animales v plantas intactas. Adicional-
mente, el proceso biolistico parece ser al presente el
tinico medio de transformar de modo reproducible
organelos celulares, como mitocondrias, v cloro-
plastos.
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La biobalistica ha sido utilizada con éxito para pro-
ducir plantas transgénicas a partir de una gran
variedad de tejidos vegetales, entre los que se incluyen
hojas, meristemos, embriones en desarrollo, embriones
maduros, callos embriogénicos, suspensiones celulares
etc. Los logros mas connotados en la generacién de
plantas transgénicas por medio de este método, in-
cluyen especies de gran importancia econémica como
son la soya, el maiz, el arroz, el sorgo, la papaya v el
esparrago.

Las plantas transgenicas como
herramientas en estudios de
regulacion génica

Los sistenas transgénicos han constituido una
poderosa herramienta para estudiar los procesos de
control transcripcional de los genes vegetales, v para
delimitar con gran precision las secuencias de DNA res-
ponsables de regular su expresién. Asimismo, la carac-
terizacion de los promotores de genes que son
activados o reprimidos por el efecto de factores am-
bientales, o que muestran un paftrén de expresion
especifico de tejido y/o de una etapa del desarrollo, ha
tenido un gran impacto en la ingenieria genética de
plantas, al proporcionar a los biotecndlogos los ele-
mentos necesarios para impartir a los genes hibridos
de interés agronémico o industrial, las caracteristicas
de regulacién mas convenientes para los fines practicos
perseguidos.

Las primeras investigaciones relativas al control de
la expresién génica en plantas, se centraron sobre dos
familias de genes cuyos productos juegan un papel cru-
cial en el proceso fotosintético: los genes que codifican
la subunidad pequena de la ribulosa 1.5-bifosfato car-
boxilasa (genes rbeS), v los genes que codifican las
proteinas que se asocian a las clorofilas a y b (genes
cab) en los llamados complejos colectores de luz de los
cloroplastos. Estos genes resultaban especialmente
atractivos para esta clase de estudios, ya gue su activi-
dad transecripcional es afectada por muiltiples factores,
enfre los que destaca la luz v senales endégenas aso-
ciadas al tipo de tejido o a la presencia y estado fun-
cional de los cloroplastos.

En el primer estudio realizado con un sistema vege-
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tal transformado (callos de tabaco), se pudo demostrar
que un fragmento de 973 pb derivado del gen SS 3.6
(un gen rbeS) del chicharo, posee la informacién nece-
saria para conferir expresion fotoinducible vy depen-
diente de cloroplastos a un gen reportero cat '°
Posteriormente, se encontré que esta regién 5' de S§
8.6 incluye elementos con ciertas propiedades de “en-
hancer” trancripcional, ya que un fragmento que com-
prende de -90 a -973 de ese gen, fusionado a un
promotor NOS truncado, fue capaz de promover la ex-
presion fotorregulada del gen CAT, lo mismo si estaba
fusionado en su orientacién normal o en la opuesla”.

En un estudio similar, realizado esta vez con plan-
tas transgénicas regeneradas, y en el que se examiné la
secuencia flanqueante 5' del gen AB80 (un miembro
de la familia de genes cab) de chicharo, se demostré
que un segmento de 247 pb de la misma combina las
propiedades de "activador” y "represor” de la transcrip-
cion. Plantas transformadas con un gen quimeérico inte-
grado por un segmento 5' de AB80 ( -347 a -100 ),
fusionado a un promotor NOS truncado y la secuencia
codificante de NPT (1l), expresaron el gen hibrido en
las hojas a niveles entre 5 y 8 veces mas altos en pre-
sencia de luz que en la obscuridad, pero no mani-
festaron actividad detectable de NPT (Il) en raices, a
diferencia de plantas transformadas con un gen
quimérico similar pero carente de la secuencia AB80,
que expresaron NPT (II) a niveles equiparables tanto
en raices como en hojas, y lo mismo en la luz que en la
obscuridad. Por lo tanto, se concluyé que el elemento
ABB0 ensayado funciona a la vez como "enhancer" fo-
torregulado en hojas, y como un silenciador transcrip-
cional especifico de tejido, en raiz'%.

Un gran namero de estudios subsecuentes, basados
en estrategias similares en lo esencial a las de los traba-
jos mencionados, v que se han beneficiado ademas de
la existencia de nuevos genes reporteros, han con-
ducido a la delimitacion muy precisa de elementos de
secuencia que estan involucrados en la respuesta trans-
cripcional de genes vegetales a agentes externos, como
luz, virus, hongos, dafno mecanico, y anaerobiosis, asi
como a un conjunto de senales endégenas que deter-
minan la expresién especifica de tejido, v la activacion
por hormonas, cuya produccion esta vinculada tanto a
estimulos internos como externos.

Una importante consecuencia de los avances en la
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delimitacién fina de elementos cis-reguladores, ha sido
la de facilitar la caracterizacién de factores nucleares
que interactiian especificamente con tales elementos, v
regulan en trans la actividad de los genes. La imple-
mentacién de sistemas de expresién en los que coexis-
tan genes hibridos con secuencias de control definidas,
y los genes que codifican los factores que interactian
especificamente con ellas, modificados estos dltimos de
tal forma que su expresion pueda modularse experi-
mentalmente, habra de conducir a una comprension
mas profunda de los mecanismos moleculares que
subyacen a los complejos procesos de regulacion
génica en plantas, conocimiento que a su vez permitira
un mejor control de los genes de interés agronémico
transferidos a plantas, para su funcionamiento 6ptimo
a nivel de campo. @
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La Unidad Irapuato, ahora Unidad de Biotecnologia e
Ingenieria Genética de Plantas, del Cinvestav, fue fun-
dada hace 15 anos. Su objetivo principal era desarro-
llar tecnologia til para preservar productos agricolas,
asi como para aumentar la produccién de los mismos,
Por primera vez el Cinvestav se involucraba en investi-
gaciones agricolas. Por otra parte, la fundacién de esta
Unidad coincidié con el inicio de la biologia molecular
de plantas, la cual se ha desarrollado explosivamente
en estos ultimos 15 anos. Por esto, también se planed
trabajar en esta disciplina que, como veremos, comple-
menta a las investigaciones en bioguimica de plantas,
como las que se describen en este articulo.

Factores intrinsecos de resistencia

El laboratorio, que entonces se llamé de Almace-
namiento de Granos vy Semillas, fue establecido al fun-
darse la Unidad para buscar soluciones a problemas de
infestaciones de los granos almacenados, por insectos
u hongos. Desde entonces, en este laboratorio comen-
zamos a estudiar los factores intrinsecos de resistencia
al ataque de insectos y hongos presentes en los granos
de maiz. ¢Por qué? Porque, especialmente en regiones
agricolas como El Bajio, resulta de gran importancia
poder contar con alternativas no contaminantes para el
combate a las plagas. El uso intenso de insecticidas ha
producido danios ecolégicos significativos, no sélo por-
que atacan indiscriminadamente a muy diversos or-
ganismos, tanto daninos como benéficos; sino



también porque, en la medida en que los insectos
adquieren resistencia a un insecticida dado, los
usuarios, que en general saben muy poco sobre sus
consecuencias, elevan las dosis generando problemas
tanto a los humanos como a los animales, domésticos
y silvestres. Los factores infrinsecos de resistencia pre-
sentes en las semillas, en cambio, son mas especificos
pues actian solamente sobre aquellos insectos u hon-
gos que atacan a las plantas, o a las semillas almace-
nadas. La flora y la fauna circundantes no son
afectadas.

Entre los primeros factores infrinsecos de resistencia
que estudiamos se encuentran los inhibidores de pro-
teasas o de amilasas. Los insectos y los hongos utili-
zan a las proteasas vy amilasas para digerir, respectiva-
mente, a las proteinas y al almidén presentes en
las semillas de las que se alimentan. La presencia en
los granos de inhibidores, que impiden la actividad de
las enzimas mencionadas, disminuyen de esta manera
la severidad de los ataques de hongos e insectos.

Primeramente aislamos v caracterizamos un inhibi-
dor de semillas de maiz con actividad contra amilasas.
Mas tarde encontramos otro inhibidor que tenia activi-
dad tanto contra proteasas como contra amilasas, y se
ensayo su actividad contra enzimas de diversos insec-
tos y hongos. Posteriormente, en colaboracién con el
Dr, M. Richardson de la Universidad de Durham, obtu-
vimos su secuencia de aminoécidos.

Esta secuencia fue sorprendente, pues reveld que
este inhibidor presentaba grandes semejanzas con la
taumatina, una proteina de semillas de Thaumatococ-
cus danielli, un arbusto africano. En ese tiempo el estu-
dio de la taumatina presentaba un gran interés pues su
sabor es extremadamente dulce y podria ser un buen
edulcorante. Aunque el inhibidor de maiz no es dulce,
vy la taumatina no presenta actividad inhibitoria, la se-
mejanza enire estas proteinas sugirid a los editores el
titulo del articulo de Nature!, donde se publicaron
estos resultados.

La colaboracién con el Dr. Richardson continué:
secuenciamos ofros dos inhibidores (de lenteja v cala-
baza), que resultaron ser casi idénticos a otros inhibi-
dores bien conocidos. En fin, no se puede anticipar la
importancia de un descubrimiento. Todavia secuen-
clamos y caracterizamos bioquimicamente un nuevo
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inhibidor de proteasas, esta vez de amaranto y en co-
laboracion con la Dra. Magdalena Segura, investi-
gadora de nuesira Unidad®.

Continuamos hasta hoy con el aislamiento y la ca-
racterizacion de inhibidores de proteasas y amilasas de
diversas fuentes vegetales para aprovechar su gran di-
versidad. Estudiamos actualmente inhibidores de frijol
tépari (Phaseolus acutifolius, un frijol muy resistente a
la sequia, que se consume en el norte del pais) v de
quinoa (Chenopodium quinoa, una planta semejante
al amaranto, cuyas semillas son consumidas en los
paises andinos). Por ofra parte, hemos estudiado las
enzimas de insectos que se alimentan de semillas al-
macenadas, que pudieran ser afectadas por los inhibi-
dores presentes en ellas. De esta manera hemos
caracterizado las principales amilasas y proteasas del
barrenador grande del maiz: Prostephanus truncatus.
Este insecto es el causante de grandes pérdidas en el
maiz almacenado, no sélo en México de donde es
originario, sino principalmente en los paises africanos a
donde ha side introducido junto con el maiz mismo.

Dos resultados experimentales enfatizan la impor-
tancia de los inhibidores de proteasas en la defensa
contra el ataque de insectos. Algunos de ellos son sin-
tetizados en las hojas de las plantas en respuesta a las
heridas causadas por insectos herbivoros®. También se
han obtenido plantas transgénicas de tabaco que ex-
presan inhibidores de proteasas del frijol Vigna un-
guiculata, que son mas resistentes al ataque de
insectos®. Pero, en el caso especifico del maiz almace-
nado ¢éson los inhibidores de proteasas los principales,
o tnicos, factores intrinsecos de resistencia? Para res-
ponder a esta pregunta, José Antonio Serratos desa-
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Modelo esguematico de lo Estnuctura del inhibidor de amilasa
Alsiodo de sernillas de amaranio (AAl)

mollé su tesis doctoral. La respuesta parece ser que pro-
bablemente no, pues el contenido de compuestos
fendlicos correlaciona mejor con la resistencia al
ataque de insectos que el contenido de inhibidores.
Por ofra parte, la dureza de |a testa (la capa mas exte-
rior del grano) sélo presenté correlacion con esta resis-
tencia a valores extremos”

Bioenergetica y biomembranas

A diferencia de las investigaciones descritas hasta
ahora, que fueron iniciadas en respuesta a un
problema al que se enfrentaban los agricultores, el
Laboratorio de Bioenergética y Biomembranas se es-
tablecid en 1984 para realizar estudios bioguimicos
basicos sobre la fisiologia normal de las plantas. Muy
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pronto las investigaciones se concentraron en la mem-
brana plasmatica de las células vegetales, pues esta
membrana constituye el limite entre el "interior” de las
células y el "medio externo”. Al ocupar esta posiciéon de
frontera, es natural que tenga la capacidad de recono-
cer multiples serales externas; ya sean de naturaleza
fisica (luz, calor) o biolégica (herbivoros, hormonas,
productos de bacterias u hongos). Ahora se sabe que la
membrana plasmatica no solamente percibe estas
senales, sino que las procesa y envia moléculas mensa-
jeras a las diferentes partes de la célula involucradas en
la respuesta al estimulo percibido. Este proceso se
conoce como transduccion de senales.

Por ofra parte, en la membrana plasmatica también
ocurren importantes fransformaciones energéticas. Una
enzima situada en ella: la HT-ATPasa, gasta mas del
25% del ATP (el trifosfato de adenasina, el compuesto
responsable de transferir la energia producida por fo-
tosintesis o respiracion a los sitios de la celula donde se
necesita) producido para transportar iones H' hacia el
exterior de la célula, Esto produce una diferencia de
acidez v de potencial eléctrico entre el interior v el exte-
rior de la célula. En esta diferencia se conserva la ener-
gia que es utilizada principalmente para el transporte
de nutrientes.

Por esta razén, la H'-ATPasa fue nuestro primer
objeto de estudio. Se conocia que esta enzima era del
"tipo P", como ofras ATPasas que transportan sodio,
potasio o calcio en células animales. Las ATPasas de
tipo P presentan tres caracteristicas comunes: (1)
tienen una subunidad catalitica Gnica que hidroliza el
ATP y transporta los iones (son, quiza, mas simples de
estudiar que las ATPasas de otros tipos, con muiltiples
subunidades); (2) no hidrolizan el ATP directamente,
sino que un grupo fosfato del ATP se une primero a la
enzima, y después este fosfato es removido de la
enzima, por hidrélisis; v (3) al hidrolizar ATP y trans-
portar iones, estas ATPasas oscilan entre dos confor-
maciones, llamadas E1 y E2.

Cuando comenzamos a investigar sobre la H™-ATP
asa de las células de betabel (Beta vulgaris, una planta
sin mavor importancia comercial, pero muy adecuada
para estudios bioquimicos), ya se sabia que esta
enzima tenia las caracteristicas 1 v 2, mencionadas an-
teriormente. Nosofros encontramos evidencias que
senalan que también tiene la caracteristica 3: también



es posible que adopte dos conformaciones durante su
ciclo catalitico.

Primeramente observamos las inhibiciones produci-
das sobre la H"-ATPasa por el fosfato inorganico, un
producto de la reaccién catalizada por esta enzima, v
por el vanadato, un andlogo del fosfato. Estas in-
hibiciones fueron mayores a concentraciones altas de
ATP, lo que sugiere que éste, al unirse a la enzima en
la conformacién E1, de alguna manera "crea" un sitio
al que se une el vanadato, quiza induciendo un cambio
a la conformacién E2. Ademas observamos que la in-
hibicién por fosfato es parcial: aun a concentraciones
saturantes de fosfato la ATPasa no se inhibia comple-
tamente. Esto, junto con ofras observaciones, nos llevo
@ proponer un mecanismo cinético diferente para esta
enzima’.

Por otra parte, fosforilamos a la H*-ATPasa, no
con ATP como ocurre normalmente, sino con fosfato
inorgénico, como si la enzima trabajara en reversa’.
Esta fosforilacién es incrementada por el ATP, lo que
indica nuevamente que la ATPasa puede adoptar dos
conformaciones de manera alternativa.

Precisamente cuando observabamos la fosforila-

cion de la ATPasa encontramos que las membranas
plasmaticas de betabel tienen una gran actividad de
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proteina cinasa. Las proteinas cinasas son enzimas que
unen un grupo fosfato (generalmente del ATP) a una
proteina, principalmente para modificar la actividad
enzimatica de la proteina fosforilada. Como la activi-
dad de las cinasas también estd regulada, aqui
tenemos un ejemplo de transduccién de senales: un
factor variable activa a la cinasa, que a su vez fosforila
a una o varias proteinas cuya actividad se modifica en
consecuencia.

¢Cual es el factor variable que activa a las cinasas?
El calcio, cuya concentracion dentro de la célula varia
en respuesta a diversos estimulos, activa a la mayoria
de las cinasas de la membrana plasmatica. Asi comen-
zamos a estudiar estas enzimass. y el aislamiento y
caracterizacion de una de ellas fue el tema de tesis doc-
toral de Victor M. Baizabal Aguirre. Mas tarde comen-
zamos el estudio de una segunda cinasa.

No conocemos atn cudles son las proteinas que
son fosforiladas naturalmente por las cinasas que he-
mos estudiado; pero por ofra parte, sabemos que la
H"-ATPasa es fosforilada por una cinasa dependiente
de calcio (en un sitio y por un tiempo diferentes de la
fosforilacién que ocurre durante la catélisis). ¢Cudl es
esta cinasa? No lo sabemos, pero puede pertenecer a
una clase de cinasas descubiertas recientemente en
plantas: las CDPK. éQué efectos tiene la fosforilacién
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dependiente de calcio sobre la ATPasa? Hemos obser-
vado que la actividad de la H™-ATPasa disminuye
cuando es fosforilada.

Durante este tiempo la biologia molecular produjo
resultados cada vez mas abundantes. El primer gen de
una H"-ATPasa de una membrana plasmatica vegetal
fue aislado en 1989. Esto nos permitié conocer la
secuencia de aminoacidos de esta enzima. Dos anos
mas farde se encontré que un extremo de esta ATPasa
tenia propiedades auto-inhibitorias: si era removido, la
actividad de hidrélisis de ATP aumentaba notable-
mente. Tenemos evidencias de que las cinasas de-
pendientes de calcio fosforilan a la H'-ATPasa
precisamente en este extremo. Probablemente, su po-
tencia inhibitoria es mayor cuando esté fosforilado.

Actualmente continuamos purificando y caracteri-
zando a las proteinas cinasas estimulables por calcio de
la membrana plasmatica. Tratamos de identificar a la
cinasa que fosforila a la H'-ATPasa, Hemos detectado
la presencia de ofras proteinas involucradas en la
transduccién de senales, como las fosfatasas, que re-
mueven de las proteinas el fosfato unido por las ci-
nasas, Finalmente hemos iniciado la caracterizacion de
receptores a estimulos extracelulares, para conocer los
mecanismos que permiten a las células vegetales regu-
lar sus funciones en respuesta a senales del ambiente.
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Biologia estructural

Volvamos ahora al Laboratorio de Almacenamiento de
Granos vy Semillas que ha cambiade su nombre a
Laboratorio de Mecanismos de Defensa de Plantas,
donde hemos iniciado estudios de biologia estructural
de algunos de los inhibidores aislados. Determinar la
estructura de las moléculas que intervienen en los
procesos biolégicos es uno de los objetivos mads impor-
tantes de la investigacién bioquimica; y correlacionar
esta estructura con la funcién es, quiza, mas importante
aun. Los inhibidores de proteasas y amilasas son un
buen modelo para estudiar las interacciones entre pro-
teinas; pues si se conocen sus estructuras, se pueden
deducir facilmente sus interacciones con las enzimas
que inhiben.

Los inhibidores que estudiamos, como todas las
proteinas, presentan varios niveles de estructura: la
estructura primaria (la secuencia de aminoacidos) se
puede determinar por degradacion quimica de la pro-
teina purificada o, en muchos casos mas facilmente, a
partir de la secuencia de su gen particular. Actual-
mente, en colaboracion con los doctores June Simpson
y Luis Herrera Estrella, estamos aislando y caracteri-
zando los genes de los inhibidores de proteasas y de
amilasas de amaranto.

Por otra parte, hemos encontrado que la estructura
primaria del inhibidor de proteasas del frijol tépari, es
similar a la de inhibidores del tipo "Bowman-Birk".
Estos poseen dos sitios, con los que reconocen a la
tripsina v a la quimotripsina, respectivamente. Nuestro
inhibider, sin embargo, reconoce sélo a la tripsina. Por
esto proponemos que se frata de un inhibidor ances-
tral, cuyo gen dio origen, por duplicacién v mutacién,
a los inhibidores del tipo Bowman-Birk. El inhibidor de
tépari, ademas, no actia como monémero, sino como
trimero.

Las cadenas de aminoacidos, que constituyen a las
proteinas, normalmente se enrollan formando patrones
sencillos caracteristicos (estructura secundaria), los
cuales se distribuyen en el espacio (estructura terciaria)
de tal manera que su energia conformacional tiende a
ser minima. La estructura terciaria de una proteina se
puede determinar mediante difraccién de ravos X, si
se cuenta con la proteina cristalizada; o por resonancia
magnética nuclear, si la proteina es lo suficientemente
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pequena, como el inhibidor de amilasas mencionado,
cuya estructura determina actualmente, por este
método, la Dra. §. Wodak. Si se conoce la secuencia y
la estructura de una proteina similar, se puede a veces
hacer una prediccion de la estructura, calculando
aquella de energia minima. De esta manera, en co-
laboracion con el Dr. S. Pongor, hemos modelado la
estructura del inhibidor de amilasas de amaranto’.
¢A qué se parece? A una proteina de veneno de
arana.

Balance y perspectivas

En este momento, a los 15 anos de existencia de la
unidad, es tiempo de pensar en el balance y las pers-
pectivas de nuestro trabajo. ¢Hemos llegado al objetive
planteado originalmente (mejorar la abundancia v cali-
dad de los productos vegetales almacenades)? No.
¢Nos acercamos a él por la via mas corta conocida?
Probablemente tampoco. ¢Por qué? Porque hemos
sequido la légica propia de la ciencia, que nos dice que
en la investigacién nunca se sabe de antemano cual es
el camino mas corto a un objetivo. ¢Es posible, enton-
ces, alcanzar objetivos practicos siguiendo la légica
cientifica? Creemos que si. Estamos convencidos de
que conociendo las bases moleculares del fun-
cionamiento de las plantas, tendremos elementos para
proponer soluciones que hoy no podemos siquiera

imaginar. @
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Compuestos organicos voldtiles

Mesoamérica es una de las principales zonas de biodi-
versidad en el mundo. Las posibilidades de subsisten-
cia de los recursos floristicos endémicos en esfa drea se
encuentran paulatinamente restringidas por razones
diversas. Por ello resulta interesante estudiar el meta-
bolismo secundario asociado a grupos taxeonomicos
que han desarrollado estrategias quimicas o biogquimi-
cas para interaccionar con ofros organismos. Esta inter-
accién involucra la presencia de compuestos bioactivos
que incluyen desde potentes componentes toxicos
hasta moléculas altamente especializadas utilizadas
para comunicarse con ofros organismos.

Se sabe que las plantas tienen la capacidad de bio-
generar una larga variedad de compuestos organicos
volatiles (COV) gue desempenan diversos papeles
fisiol6gicos v de transmisiones de senales. Algunos de
estos compuestos organicos son emitidos en cantidades
suficientemente grandes como para producir un im-
pacto en el medio ambiente. Por ejemplo, algunos
monoterpenos inducen la produccién de ozono, el
geraniol es un atrayente de polinizadores, ciertos alde-
hidos actian como defensas quimicas contra el ataque
de microorganismos vy ofros senalan sitios de alimen-
tacion. Ademas, algunos tienen efectos muy profundos
en el comportamiento, estado de animo y fun-
cionamiento humano. Por ejemplo, para algunas per-
sonas el aroma de las violetas sugiere distincion,
elegancia y perfeccion.
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Figura 1, Biodegradacion del acido inolenico.

En cuanto al aroma asociado a productos comesti-
bles, éste es uno de los factores mas importantes en la
aceptacién de un producto por el consumidor. El
aroma de un alimento es usualmente una mezcla muy
compleja de compuestos volatiles con diferentes carac-
teristicas sensoriales. Los compuestos volatiles con un
umbral de deteccién bajo son mas potentes vy por lo
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tanto son considerados como los responsables directos
del aroma tipico de un alimento.

Los compuestos volatiles emitidos o extraidos de
plantas son una fuente importante de metabolitos
secundarios con una amplia gama de propiedades
biolégicas con aplicaciones industriales y ecol6gicas,
tales como aromas, alomonas, cairomonas, fungicidas,
plaguicidas y bactericidas. La principal caracteristica
asociada a estos compuestos es que tienen presiones
de vapor altas, lo que les permite difundirse con facili-
dad en el aire.

Por ofra parte, el espectro de compuestos organicos
volatiles emitidos por diferentes plantas depende no
s6lo de factores genéticos, sino también quimicos y
ambientales. La biodegradacion de acidos grasos in-
saturados da origen a un amplio espectro de com-
puestos organicos volatiles. En muches casos la
formacién particular de algin compuesto volatil puede
estar asociada a la accién de una o mas enzimas
(figura 1). La degradacion de los acidos grasos puede
estar supeditada al estado en que se encuentre la
planta, ya sea que haya sido victima de un ataque de
patégenos o herviboros, que esté bajo estrés bidtico o
abiético, o bien que haya sufrido algin dano fisico. En
cualquiera de estos casos, la generacion de com-
puestos volatiles va a modificar la atmésfera circun-
dante y puede inducir el ataque de predadores o,
quizas, provocar la atraccion de algunos insectos
benéficos para la planta.

La investigacién de COV puede ser enfocada prin-
cipalmente de ires maneras diferentes dependien-
do del tipo de informacién que se desee obtener
(figura 2):

(1) Volatiles vivos: mezcla de compuestos volatiles
(esencia) emitidos por la planta intacta, ya sea que
provengan de las hojas, tallos y frutos mientras éstos si-
gan siendo parte de la planta.

(2) Volatiles no wvivos: mezcla de compuestos
volatiles extraidos de material cosechado, ya sean ho-

jas, tallos o frutos.

(3) Volatiles in vitro: extraccion de compuestos
voldtiles a partir de callo o suspensiones celulares.
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Figura 2. Evolucion del estudio de aromas.

Es esencial para tener una determinacion exitosa de
compuestos volatiles emplear métodos fisicos como la
exiraccion, que puede ser de tipo head-space (fase va-
por) estitica o dindmica, extraccién-destilacién simul-
tanea o destilacion al vacio. El método se selecciona en
base al tipo de informacién que se desee obtener. Por
ejemplo, volétiles vivos o no vives, volatiles cocinados
o frescos. Ademas del método de extraccion, se deben
considerar ofros factores como el tamano de la mues-
fra, el tiempo involucrado, el flujo de purga, las condi-
ciones aerdbicas o anaerdbicas (nitrégeno o aire) v el
tipo de adsorbente (tenax, carbén activado o silica gel).

La caracterizacion estructural de COV puede ser
determinada por medio de técnicas analiticas sofisti-
cadas como la cromatografia de gases acoplada a
espectromefria de masas y la cromatografia de gases
acoplada a infrarrojo. Sin embargo, una limitante en
este tipo de investigacién es la correlacion entre la in-
formacion analitica v la sensorial (métodos bioldgicos).

La técnica analitica elegida puede ser determinante,

siendo la méas adecuada la cromatografia de gases aco-
plada a espectrometria de masas, sequida por espec-
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froscopia infrarroja v resonancia magnética nuclear.
Resulta critico también el uso de normas definidas para
cuantificar cada uno de los componentes presentes en
un extracto.

Todo radica en el olor. La capacidad de detectar v
aislar olores especificos es un trabajo laborioso y com-
plejo. Sin embargo, resulta posible si se cuenta con un
cromatégrafo de gases acoplado a un olfatémetro.
Existen principalmente tres métodos biolégicos para
determinar el potencial odorifero de los alimentos:

(1) AEDA. Este método requiere que el extracto sea
sometido a una serie de diluciones, de ahi su nombre,
analisis de diluciones del extracto aromatico (AEDA,
por sus siglas en inglés). Estas diluciones permiten esti-
mar cuantitativamente el potencial odorifero de los
componentes presentes en el extracto, Los compuestos
detectados a mayores diluciones son los que presentan
un umbral de deteccion menor, y por lo tanto los més
importantes en el extracto.

(2) Charm analysis. A este método se le dio el nom-
bre de charm debido a que permite detectar oclores
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agradables o atraventes. Es un bioensayo muy seme-

jante al AEDA. La Gnica diferencia es que éste tiene la
capacidad de medir la intensidad del olor durante el
tiempo que tarde en eluir el componente.

(3) Aromscanner. Es un sistema que a través del uso
de 32 sensores tiene la capacidad de emular las funcio-
nes de la nariz humana para detectar y analizar com-
puestos volatiles en niveles de ppb. Este equipo es muy
valioso en el control de calidad v desarrollo de nuevos
productos, principalmente en el area de alimentos v en
farmacologia.

Por ofra parte, la determinacién de la autenticidad
de un producto natural es un procedimiento muy com-
plejo que requiere de un gran nuimero de técnicas
analiticas, va que no existe una sola medicién que
pueda dar una garantia total de autenticidad. Por ello,
es necesario hacer una prueba de componentes multi-
ples para determinar si se trata de un producto natural
o artificial.

Verificar la autenticidad de un producto se ha
hecho mas dificil, debido a la sofisticacion que existe
hoy en dia en la adulteracion de productos naturales.
Entre las determinaciones utilizadas actualmente se en-
cuentra el analisis de isétopos (carbono e hidrégeno)
por espectrometria de masas acoplado a cromatografia
de gases y combustion. Ademas, con esta técnica se

puede realizar el estudio de compuestos volatiles ge-
nerados por las diferentes rutas biosintéticas (C-3, C-4
o CAM) en base a las diferencias en el carbén radioac-
tivo presente.

En la actualidad, en el Laboratorio de Quimica de
Productos Naturales de la Unidad Irapuato se estdn
estandarizando las técnicas y metodologias mas impor-
tantes para la captura, extraccién y caracterizacion de
compuestos volatiles, asi como para la caracterizacion
estructural y biolégica por medio de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas y a un ol-
fatometro. Ademas, se realizan bioensayos para deter-
minar el potencial biolégico de mezclas de volatiles
vivos v no vivos de especias. Entre los materiales inves-
tigados hasta el momento en nuestro laboratorio se en-
cuentran extractos de fresa, mango, huitlacoche, flor de
calabaza, epazote, perejil y cilantro, ya sean com-
puestos organicos volatiles vivos, no vivas o in vitro.

Metabolitos secundarios

Ofra de las areas de investigacion de la Unidad
Irapuato en el estudio de los compuestos naturales,
esta asociada a los productos del metabolismo secun-
dario de las plantas superiores. La definicién mas ge-
neralizada de metabolito secundario es la de aquel
compuesto de distribucién resiringida a una especie o
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familia que no tiene una funcién en el metabolismo in-
termediario de la célula. Recientemente, a este tipo de
moléculas se les han atribuido funciones ecoldgicas
especificas, esto es, funciones de relacién con ofros or-
ganismos. Desde luego, estas definiciones requieren de
un estudio amplio de los diferentes organismos, Por
ejemplo, cuando se descubrieron algunos compuestos
que se consideraron restringidos a una especie, como
en el caso del escualeno o el acido shiguimico, después
se confirmé que son moléculas clave en el metabo-
lismo intermediario y de distribucién ubicua.

En general, el metabolismo secundario frecuente-
mente se manifiesta en un 6rgano especifico, como el
aroma de una flor o el sabor de un fruto. Existen malti-
ples variaciones, como en el caso de la nicotina que se
sintetiza en raices y se acumula en el tejido de las hojas
que es tolerante a este alcaloide. La sintesis de estos
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compuestos puede estar limitada a una especie de
plantas, como en el caso de la colchicina restringida a
Colchicum autumnale L., o bien tener una distribucién
més amplia en un grupo o familia de plantas, como el
caso de las alcamidas en las Compuestas, o puede en-
contrarse ampliamente distribuida con un orden atin
no reconocido, como en el caso de los monoterpenos,
el limoneno o el eugenol que estan presentes en varias
familias y que no tienen una relacién taxonomica aparente.

Las alcamidas olefinicas (figura 3) se presentan en
dos grupos importantes de plantas: en la familia de las
Compuestas y en el género de Capsicum. La sintesis de
estas alcamidas se lleva a cabo con frecuencia en un
tejido especifico. En este caso, las alcamidas de Cap-
sicum se sintetizan exclusivamente en la estructura de-
nominada placenta, a la que se encuentran unidas las
semillas, esto es, en lo que popularmente se denomina
las venas del fruto, La principal alcamida en este caso
es la capsaicina, cuya estructura es la de una ben-
cilamina sustituida, unida a una cadena acidica AGE-
monoen-isodecanoico. Los precursores inmediatos de
la capsaicina son la vainilllamida vy el acido iso-
caproico. Este (ltimo se origina probablemente en la
ruta de sintesis de acidos grasos con isobutilili CoA
como iniciador.

La capsaicina, ademas de su tradicional importan-
cia como saborizante, recientemente ha recibido aten-
cion por ofras propiedades biolégicas. Esto ha
resultado en la aparicién de varios productos far-
macéuticos de aplicacién tépica que no requieren re-
ceta para su compra y que contienen capsaicina u
oleoresina de chile. Este producto se utiliza farma-
colégicamente para reducir el nivel del dolor.

En los frutos del género Capsicum, la capsaicina es
el componente mayoritario. La dihidrocapsaicina v
ofros componentes minoritarios constituyen un grupo
de compuestos denominado capsaicinoides, donde to-
dos ellos comparten la misma estructura en la parte
amida y varian ligeramente en la estructura de la ca-
dena acidica. La nonivamida comprende una cadena
saturada lineal (C:9) de féacil sintesis, por lo que se ha
denominado capsaicina sintética aun cuando como ya
se menciond, existe en forma natural en los frutos del
género Capsicum.

La nonivamida sintética es el principal adulterante
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cuando es utilizado como especie y en la industria far-
macolégica. Este compuesto no sélo es tan picante
como la capsaicina, sino que sus caracteristicas or-
ganolépticas v quimicas practicamente no se pueden
distinguir de las de la capsaicina. Recientemente se
logré aislar la nonivamina partir de la oleoresina de
Capsicum con el uso de HPLC en fase reversa argen-
tada, Es un componente minoritario de la oleoresina
de chile v se encuenira en una concentracién menor al
1% entre los capsaicinoides.

La nonivamida sintética se ha utilizado en forma
importante en la preparacion de gases lacrimégenos
para uso personal. Otras aplicaciones de compuestos
sintéticos de la capsaicina todavia estan en proceso de
desarrollo. El uso de este compuesto sintético atin no
ha sido legalizado en las industrias de los saborizantes
y en la farmacolégica. Hasta ahora, en el vecino pais
del norte, la capsaicina es el tnico constituyente
quimico de Capsicum reconocido por la FDA para uso
humano.

[a capsaicina se usa farmacol6égicamente para re-
ducir el dolor en geles y cremas de aplicacién tépica,
ademas de los usos mas tradicionales como el de pro-
ducir una sensacion refrescante en pastas de dientes y
enjuagues bucales. En el comercio, las muestras que se
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observan con niveles mayores a 3% de nonivamida del
total de capsaicinoides se consideran adulteradas. Ac-
tualmente se encuentran a la venta productos con por-
centajes de 1.5 a 50 de nonivamida como capsai-
cinoides. En presentaciones comerciales de parches se
ha observado gue 25% contienen sélo nonivamida sin
capsaicina.

[a demanda del sabor picante en nuestro pais ha
hecho que se importen extractos crudos de chile,
oleoresina, para elevar la pungencia de salsas picantes
comerciales y se mencionan también casos de trata-
miento de frutos con oleoresina para realzar su sabor.

Otro grupo importante de acilalcamidas tiene una
distribucién taxenémica mas amplia. Son tipicas de la
familia de las Compuestas, lo que les da importancia fi-
totaxonémica. Desde el punto de vista bioquimico,
presentan un patrén biosintético interesante de estu-
diar. Se pueden subdividir en dos grupos importantes.
El primer y mas amplio subgrupo esta constituido por
alcamidas de cadena acilo lineal que van de C:9 a
C:18, tanto con numero par como impar de carbonos
en esta cadena, con una o mas uniones acetilénicas.
La mayor parte de las especies que contienen este tipo
de compuestos pertenecen a la tribu de las An-
themideas. El segundo subgrupo esta formado por al-
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camidas de cadena acilo lineal que van de C:8 a C:14,
donde la mayoria son C:10 o C:12. Ambos subgrupos
presentan las insaturaciones en posiciones similares:
2E, 6Z, 8E o 2E, 4Z, 8E, 10E y el sustituyente amida
puede ser isobutilo, 2 metil-butilo o etil-fenilo. La
biosintesis de las cadenas acilo en este caso no re-
quiere de un iniciador especial, como en el caso de la
capsaicina, sino de acetil-CoA de la ruta normal de &ci-
dos grasos.

Este grupo de alcamidas de las Compuestas se aso-
cia a tejidos especificos de la planta, principalmente a
las raices, a las cabezuelas florales y a las semillas, pero
en algunas especies se distribuye en la planta com-
pleta. En la mayoria de los muchos casos la fuente
principal son las rafces.

Entre las plantas utilizadas en la herbolaria tradi-
cional de varias regiones del mundo se pueden citar
varias especies de la familia de las Compuestas que
sintetizan estas alcamidas y que han encontrado un
uso en la medicina indigena. No puede quedar ex-
cluida la medicina tradicional de nuestro pais donde
podemos encontrar algunas especies de esta familia.
Entre ellas destaca el caso de una pequena planta que
se encuentra en riesgo de desaparicion, nada menos
que por la presencia de alcamidas con actividad
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biolégica, que probablemente en otros tiempos le per-
mitieron sobrevivir pero hoy son motivo de una de-
manda gue puede exponerla a su extincioén. Su destino
en este punto no depende de ella, sino de la prudencia
del hombre. Se trata de Heliopsis longipes.

Esta especie tiene una larga tradicién en la herbo-
laria indigena que se puede ilustrar por su nombre de
origen nahuatl: chilcuague o chilmecatl (de chili, chile v
mecatl, mecate, aludiendo a las raices filiformes y su
sabor picante). Por sus propiedades insecticidas, en la
década de los anos 50 se llevo casi a la extincién por
satisfacer la demanda de exportacién al vecino pais del
norte. Esta especie fue la primera donde se observé la
presencia de una alcamida olefinica; sin embargo,
habiendo sido clasificada eméneamente esta planta
como Erigeon affinis, la amida fue denominada afi-
nina. La afinina es la principal alcamida responsable
de los efectos biol6gicos observados en esta raiz. Entre
sus principales funciones se pueden senalar la actividad
anestésica local, saborizante, insecticida y bactericida.

Creyéndose extinta, esta planta fue abandonada y
se buscé su sustitucién por ofras especies de la misma
tribu Heliantheae (Heliopsis scabra, Echinacea purpurea
vy E. angustifolia). Heliopsis scabra resulté ser toxica
para humanos, pero las echinaceas son muy apre-
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ciadas en el comercio de plantas medicinales, siendo la
especie de mayor consumo y exportacion a los E.UA.
Estas especies son endémicas en ese pais y ademas
son sujetas al cultivo agricola. En México existe una
cantidad considerable de especies de la tribu
Heliantheae que no han sido estudiadas desde el punto
de vista fitoquimico.

Afortunadamente, el chilcuague no se extinguié por
la euforia de la exportacién. Aunque se ha citado su
distribucién en forma limitada al norte del Estado de
Guanajuato, en las colindancias de San Luis Potosi vy
Querétaro practicamente no existe, excepto en forma
cultivada en la Sierra Gorda en los municipios de
Kichu y Atarjea.

Entre las actividades biolégicas que se han
atribuido al chilcuague estan la antiviral en el
tratamiento de las aftas bucales y de algunas
variedades de herpes; la fungicida, en el tratamiento de
pie de atleta; molusquicida v en el tratamiento de al-
gunos parasitos intestinales. Sin embargo hay poca in-
formacién cientifica de la actividad biolégica de la
planta. De entre sus componentes, sélo se ha repor-
tado la afinina. No obstante, existe una familia de com-
puestos derivada de esta ruta metabdlica en raices que
permite proceder a un estudio a nivel molecular.

El trabajo en nuestro laboratorio se ha orientado a
la investigacién del metabolismo secundario de raices

in vitro. En el estudio de la tribu Heliantheae se han ob-
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tenido lineas de raices normales v transformadas de
Heliopsis longipes y de Acmella (Spilanthes) oppositifolia
partiendo de plantulas infectadas con Agrobacterium
rhizogenes (9402, PeSC4). En ensayos preliminares de
laboratorio, hemos observado una importante accién
inhibitoria de las alcamidas del chilcuague al desarrollo
in vitro de Escherichia coli y algunos hongos fi-
topatégenos como Sclerotium cepivorum, Sclerotium
rolfssiy Fusarium oxysporum. Esto no pasaria de ser un
dato de inhibicién generalizada, pero los resultados de
laboratorio obtenidos recientemente muestran una
maquinaria de accién especifica que estd amojando
nueva luz sobre el mecanismo de toxicidad en el meta-
bolismo intermediario. Por tltimo, es interesante men-
cionar que existen unas cuantas especies que
contienen el tipo de alcamidas de las Compuestas, que
no estan relacionadas con ellas, pero como tienen un
sabor picante el hombre las ha utilizado como espe-
cias. Este es el caso de la pimienta negra. @
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CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL LPN.

MAESTRIA Y
DOCTORADO EN

BIOTEGOLUIGIA DG PLANVRS

Opciones: Biotecnologia y Bioquimica
Ingenieria Genética

El programa de posgrado incluye la Maestria,
el Doctorado después de una Licenciatura y el
Doctorado después de la Maestria.
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Exdmen de
admisién: Utima semana de enero vy julio

Iniciacion de
cursos: Primera semana de marzo y septiembre
(La Maestria Inicia en Septiembre unicamente)

Para mayores informes dirigirse a:

Coordinacién Académica
Centro de Investigacién y de Estudios
Avanzados del IPN (CINVESTAV) Unidad Irapuato
Km. 9.6 Libramiento norte carretera Irapuato-Leén
Apdo. Postal 629; 36500 Irapuato, Gto. México
Tel: (462) 516-00 Fax: (462) 458-46




