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Unidad Irapuato: vigésimo aniversario

Veinte anos de hacer
ciencia y tecnologia
y de formar

lideres cientificos

Octavio Paredes Lopez

ElDr. Octavio Paredes Lépez, investigador titular del Departarnento
de Biotecnologia y Bioguimica de la Unidad Irapuato del Cinvestau,
fue director de esta unidad hasta agosto de 2001.
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El pasado: una breve mirada

En el franscurso de 1981 empezamos a llegar a lrapuato
los primeros investigadores contratados con el propésito
de formar la propia Unidad Irapuato. En los registros
aparece gue en ese ano se contrataron seis personas para
investigacion: dos profesores titulares, dos adjuntos y dos
auxiliares; nimero que fue creciendo con pausas diversas
a lo largo de los anos. En el otono se rentd una casa en
donde se establecerian laboratorios, biblioteca, salon de
clases y seminarios, y area de mantenimiento; fue en los
albores del 82 cuando estas actividades empezaron a tener
efectos visibles y ahi nos pasamos cerca de cinco anos
con suenos y aspiraciones maltiples, entre ofros, de tener
areas e infraestructura que nos permitieran expresarmos
académica y cientificamente en forma mas mejor, como
reza la expresién popular irapuatense,

Esté claro que la visién v apoyos del entonces direc-
tor del Cinvestav, Manuel Ortega Ortega, jugaron un papel
sobresaliente en la creacién y los inicios de la unidad; en
sus 20 anos este grupo ha tenido la valiosa interaccion y
ayuda de los funcionarios del mismo nivel, adicio-
nalmente al propio Manuel Ortega: Héctor Nava Jaimes,
Feliciano Sanchez Sinencio y Adolfo Martinez Palomo, Y
también se han tenido como directores de la unidad a
Alejandro Blanco Labra, Ariel Alvarez Morales, Victor
Manuel Villalobos Arambula, actualmente con permiso
para ejercer el importante puesto en el gobiemo federal
de subsecretario de Agricultura y Ganaderia, y a quien
esto escribe, Es oportuno reconocer el apoyo recibido por
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la unidad en formas diversas por parte de los gobernadates
del estado de Guanajuato: Enrique Velasco [barra, Agustin
Téllez Cruces y Carlos Medina Plascencia.

Lo que quiza puede identificarse como una sequnda
etapa es el traslado durante 1986 a las nuevas v actuales
instalaciones, momento en el cual se constituye en una
forma mas evidente el grupo de ingenieria genética. Los
objetivas que se' establecieron inicialmente han sufrido
algunas modificaciones y ajustes a lo largo de estos anos.
Esto es propio de cualquier institucién cientifica y tiene
que ver con la formacion de recursos humanos de alto
nivel que ejerzan funciones de liderazgo en la biotecnologia
y la ingenieria genética agricola y alimentaria, que
desarrollen todos los campos cientificos y técnicos que
inciden en estas areas, con una sdlida formacion basica
y con la capacidad de resolver problemas tecnolégicos
del érea temética comrespondiente. Las investigaciones
que se llevan a cabo estén asociadas intimamente a los
objetivos mencionados y se desarrollan en dos departa-
mentos académicos: Biotecnologia v Bioguimica e
Ingenieria Genética de Plantas,

El presente: pleno de
optimismo

Uno de los logros mayores de la unidad ha sido llegar a
un programa académico con un tronco comun, seguido
de campos de especializacion segiin el laboratorio y
cientifico que se seleccione:; ello conduce necesariamente
a interacciones diversas que enriquecen la formacién de
los nuevos lideres.

En la actualidad nuestros grupos de investigacion estan
constituidos por 36 investigadores, 41 auxiliares de
investigacién (todos ellos con grados académicos o
entrenamiento ulterior a la licenciatura), ademas de 50
asistentes académicos contratados por honorarios. El
nimero de estudiantes es aproximadamente de 130, de
los cuales mas de 100 son de doctorado; ademas cerca
de 100 estudiantes estén preparando tesis de licenciatura,
maestria y doctorado, y sus grados les seran otorgados
por otras instituciones nacionales y extranjeras; adicio-
nalmente, méas de 55 personas realizan estancias de
investigacién de duracién varable. Tenemos en operacion
71 proyectos de investigacion apoyados por fuentes
nacionales diversas, que incluyen empresas de la iniciativa
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privada, v 4 con financiamiento internacional; existen
tematicas comunes en una buena parte de los proyectos
segurn aconseje la estrategia cientifica y también es lugar
comun la incidencia en ellos de més de un investigador
de la propia unidad. También es una practica recurrente
la estancia de nuestros estudiantes en laboratorios
extranjeros lideres en su propio campo.

En estos 20 anos la unidad ha tenido una estrecha
interaccion con diversos actores del municipio de Irapuato
y del estado de Guanajuato. Nuestra entranable comu-
nidad de adopcién, con sus calles céntricas chuecas, y
sus iglesias v parques llenos del Irapuato real, se ha
convertido en una ciudad intermedia con una pujanza y
una vitalidad que nos llenan de esperanzas, en donde
crecen nuestros hijos v con un poco de suerte quiza
creceran también nuestros nietos; es una comunidad
conocida por sus fresas y poco identificada por sus nuevas
v dindmicas actividades asociadas en el terreno agro-
alimentario con el brécoli, el esparrago, la coliflor, la
elaboracion de yoghurt v de saborizantes; v en el terreno
industrial con la confeccién de ropa y de productos
quimicos.
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Quizé la accién de la unidad que ha tenido mayor
influencia en el estado de Guanajuato ha sido la formacion
de lideres académicos v de estudiantes de todos los niveles
para varios institutos y facultades de la Universidad de
Guanajuato, del Instituto Tecnioldgico de Celaya, del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales v
Agropecuarias, campus Celaya, y de ofras instituciones
de nivel preparatoria v licenciatura establecidas en toda
la geografia guanajuatense, incluyendo a las universidades
privadas como el Instituto Tecnoldgico v de Estudios
Superiores de Monterrey, campus lrapuato y Leon, v la
Universidad Iberoamericana - Ledn; seria dificil encontrar
un solo municipio en donde no se haya tenido alguna
interaccion académica y cientifica, sin dejar de lado
conferencias y charlas, asesorias diversas de los
investigadores v auxiliares, y de los propios estudiantes
de maestria y doctorado. Por lo menos la mitad del total
de estudiantes de posgrado de Guanajuato, reconacidos
en el padrén del Conacyt, estan inscritos en el programa
de nuestra unidad; de los cuatro investigadores guana-
juatenses distinguidos con el Premio Nacional de Ciencias
y Artes, dos estan en la unidad vy contamos con la mitad
de aquellos que tienen el nivel lll del Sistema Nacional
de Investigadores. Los dias de puertas abiertas organizados
en nuestras instalaciones cada dos anos er promedio, y
los recientes encuentros con la sociedad civil guanajuatense,
son los nuevos mecanismos de dialogo e interaccion,

Desde 1985 funciona el denominado Programa de
Posagrado en Alimentos del Centro de la Repiiblica, cuya
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sede central es la Universidad Auténoma de Querétaro,
con la participacion directa de las instituciones hermanas
de San Luis Potosi, Aguascalientes v Guanajuato, Instifuto
Tecnolégico de Celaya, v de la Unidad Irapuato; este
programa de maestria v doctorado en ciencias alimen-
tarias fue concebido por la propia unidad y ha estado en
el padrén de excelencia de Conacyt desde su puesta en
operacion.

Fuera de Guanajuato existen pequefos grupos de
egresados de nuestra unidad en la Universidad de Aguas-
calientes, en la Michoacana de San Nicolas de Hidalgo,
en las de Guadalajara, Sinaloa y Puebla; ademas en el
IPN, el Cinvestav-DF, la UNAM, vy en ofros institutos y
organizaciones incluyendo el sector productivo privado.
Son decenas y decenas los estudiantes extranjeros,
procedentes de América Latina v de ofras zonas del
mundo en desarrollo, pero también de paises muy
avanzados, que han sido entrenados en nuestras insta-
laciones, tanto en programas de maestria y doctorado
como en cursos de perfeccionamiento formales e
informales. Nos consideramos el (inico grupo cientifico
en México que se ha sujetado a evaluaciones académicas
y cientificas desde la hora cero, que involucré a expertos
internacionales del mas alto nivel y con financiamiento
de la Fundacion Rockefeller; esta actividad ha sido muy
til para reconsiderar y reorientar nuestras estrategias.
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Podemos identificar una tercera etapa de nuestra
unidad: el funcionamiento inminente del nuevo edificio
de investigacion en el que se enfatizaran las ciencias
genémicas e inmediatamente después las ciencias pro-
teémicas. Esta imponente construccién de 2,000 metros
cuadrados fue generosamente financiada en forma muy
sobresaliente y expedita por el entonces gobernador Vicente
Fox Quesada; también es justo reconocer el apoyo del ex
gobemador interino Ramén Martin Huerta. Estas preo-
cupaciones no dejan de lado los genuinos intereses de
nuestros académicos por resolver en el corto v el mediano
plazos problemas agroalimentarios, incluyendo estudios
de plantas medicinales; este aspecto esta en plena
coincidencia con los nuevos intereses y estrategias
tecnolégicas del pais. recientemente incluidas de manera
explicita en las programas del gobiemo federal y del propio
Conacyt, v que encuentran indudablemente en la Unidad
Irapuato el aliado cientifico més dinamico en la tematica
indicada.

El futuro: lleno de retos y
oportunidades

Los retos cientificos v las oportunidades en este amanecer
del siglo XXl y del nuevo milenio no hacen sino estimular
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nuestras inquietudes y nuestro entusiasmo. Las informa-
ciones muy recientes sobre secuencias genomicas
completas, o muy proximas a serlo, del ser humano,
plantas, animales v microorganismos, abren nuevos e
inmensos horizontes. Ahora Arabidopsis, ser humano, y
Escherichia coli 0157:H7 pueden ser considerados desde
un nuevo punto de vista, Los avances en la genémica,
como los descubrimientos en la tecnologia del DNA
recombinante de hace 25 anos, estan cambiando la forma
de como miramos a la vida v cémo la concebimos.

Francis Collins, el lider del consorcio puiblico para la
secuenciacion del genoma humano (International Human
Genome Sequencing Consortium, IHGSC) enfatizé
algunas aspectos relevantes durante la reciente reunion
anual de la American Association for the Advancement
of Science: que el cromosoma 19 tiene mucho méas genes
que el 18 y que el niimero de genes es cerca de 30,000 en
lugar de los 100,000 que era la estimacién mds recurrente.
La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene 6,000; la
mosca de la fruta 14,000; el gusano Caenorhabditis
elegans 18,000, y la planta crucifera Arabidopsis 25,000.
En resumen, tenemos menos genes que una sopa de
hortaliza con una mosca nadando en ella. Los humanaos
somos 99.9% idénticos a nivel de DNA, vy la mayoria de
nuestras diferencias genéticas son compartidas por muchos
grupos éinicos y raciales.
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En la misma reuni6n el lider de la corporacién privada
Celera Genomics, Craig Venter, rival inveterado del otro
grupo I[HGSC, senalé en su conferencia plenaria que la
secuenciacién de los 3,000 millones de pares de bases
del DNA del genoma humano parecia apenas en 1990
un reto casi imposible de vencer. En la actualidad la
capacidad de Celera es de secuenciar 2,000 millones de
pares de bases mensuales. Con esta fasa la secuenciacion
del genoma humano podria lograrse ahora por un grupo
de sélo 50 cientificos en un plazo no mavor de seis
semanas; con esta capacidad, secuenciar el genoma de
una bacteria se puede lograr en una manana. Las ciencias
proteémicas tienen ahora enormes retos ante si ya que
en el caso de los seres humanos los 30,000 genes codifican
para no menos de 90,000 diferentes proteinas,

Estas ciencias de frontera habrén de traemos infor-
macién ttil sobre el papel v la funcién de los genes en
todos los organismos y cémo éstos pueden ser requlados
y empleados para satisfacer anejos problemas de enfer-
medades diversas, para buscar respuestas a las crecientes
necesidades alimenticias y medicinales, y para tratar de
solucionar los requerimientos continuos de la sociedad
ante escenarios cambiantes. Todo ello trae simultanea-
mente ofras exigencias aparejadas como las planteadas
por la bioética, la bioseguridad, la propiedad intelectual
v algunas cuestiones legales.

La unidad tiene que jugar un papel mas que destacado
en estas ciencias en el limite del conacimiento humano;
ello es esencial, so pena de quedarnos rezagados para
siempre. Pero tenemos ofros retos adicionales que tienen
que ver con el desamrollo de nuevas herramientas que
sean faciles de instrumentar, que ayuden a resolver
problemas ingentes y diversos. Estos mecanismos deberan
incluirla propia formacién y el entrenamiento adecuado
de personal para el mejoramiento de viejos y nuevos
escenarios en donde se localiza el empobrecido sector
agricola v alimentario del pais. El denominador comtin
tiene que ver con areas temporaleras con decrecientes
precipitaciones pluviales, dreas desérticas y semidesérticas
donde se ha perdido una buena parte de su flora y fauna,
areas antiguamente boscosas donde la tala y la erosion
posterior del suelo asi como la erosién genética han sido
recurrentes, que son el sitio en que ahora radica menos
del 30% de la poblacion, v en donde, por desgracia, esta
cuenta sigue decreciendo. En consecuencia, en pocos anos
el conocimiento directo de la inmensa mayoria de los
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mexicanos sobre el campo, su agricultura y sus plantas
medicinales sera infimo; y la prequnta v la preocupacion
son: écontinuara acaso disminuyendo el interés de nuestra
sociedad por su fuente de alimentos y medicinas por
excelencia? Y en cualquier caso, qué tenemos que hacer
para transformarnos en una sociedad méas consciente y
més preocupada por la preservacion del entorno y por el
mantenimiento de la riqueza genémica, cuando hemos
vivido histéricamente a espaldas de estas gigantescas
tareas?

Por ofro lado consideramos que en el caso de
Guanajuato, en la bisqueda de recursos financieros y
alianzas diversas, habremos de contar con la valiosa
ayuda y participacion del actual gobernador Juan Carlos
Romero Hicks, con antecedentes académicos mas que
reconocidos, de ofras instancias académicas y cientificas
guanajuatenses, y de la sociedad estatal en su conjunto
para alcanzar también el apoyo del gobiemo federal y de
ofros organismos publicos y privados involucrados en el
desarrollo de la ciencia y la tecnologia. Como se sabe,
en la actualidad es muy preocupante el bajo porcentaje
del producto intemo bruto global invertide en este quehacer
vital para el futuro de México, y también la baja
participacién del sector privado en tal indicador; esta més
que claro que si no queremos convertimos en un pais
maquilador, se tienen que mejorar en el futuro inmediato
la calidad v la cobertura de la educacicn en todos sus
niveles, formar méas y mejores recursos humanos dirgidos
al sector cientifico y tecnolégico e incrementar eficien-
temente los espacios ptiblicos y privados dedicados a la
construccién de ciencia y tecnologia con sellos primer-
mundistas, tnicas palancas capaces de sacarnos del
subdesarrollo; v todo ello sin descuidar la disminucién de
las grandes diferencias regionales. Queremos una sociedad
mas justa, mas participativa, y que preserve sus recursos
con tecnologfas sustentables, como se dice ahora, aunque
a veces quiza vanalmenite; que preserve sus recursos como
el agua'y el suelo, pero que proteja también su pafrimonio
genético para las futuras generaciones. Finalmente, es
oportuno mencionar que se incluyen en este nimero de
Auvance y Perspectiva interesantes articulos de algunos
de nuestros colegas, con motivo de los festejos del 20
aniversario de la Unidad Irapuato v del 40 aniversario del
Cinvestav, sobre algunos escenarios cuya oscuridad hay
que transformar en espacios de luz y creatividad de tal
forma gue nos conduzean a la brevedad a estadios mucho
mds mejores de bienestar y desarrollo. @

343



erano Cientifico
en Laboratorios Extranjeros

La Divisién de Particulas y Campos de la Sociedad Mexicana de Fisica convoca a los estudiantes
de recién ingreso a maestria o que estén a punto de terminar su programa de licenciatura en
fisica o areas afines, a concursar por una de las becas que patrocinan laboratorios de fisica
en los EUA y Europa para realizar estancias de dos meses en el verano del 2002.

Estas becas brindan al estudiante la posibilidad de colaborar con un grupo experimental con
reconocimiento internacional, abriéndole asi la posibilidad de proseguir una carrera cientifica
dentro de la fisica experimental de altas energias u optica cuantica. Las becas incluyen
gastos de estancia, cubiertos por los laboratorios participantes, y de transporte, cubiertos por
instituciones nacionales.

Laboratorios participantes en el area de fisica experimental de altas energias:

» CERN, Ginebra, Suiza
* DESY, Hamburgo, RFA
« FERMILAB, Batavia, ILL, EUA

Laboratorio en el area de optica cuantica:
* Universidad Estatal de Nueva York en Stonybrook, NY, EUA

Los interesados deberan presentar antes del viernes 30 de noviembre del 2001:

1 Una solicitud por escrito manifestando su interés en participar en este programa cientifico
de verano e indicando explicitamente su preferencia hacia optica cuantica o altas energias,

2 una copia de su certificado de calificaciones,

3 una carta de recomendacién de un profesor, y

4 una direccion electronica y un teléfono donde puedan ser contactados.

Los candidatos finalistas seran convocados a una entrevista personal en inglés, que tendra
lugar el sabado 8 de diciembre del 2001 en el Auditorio José Adem de las instalaciones del
Departamento de Fisica del Cinvestav en Zacatenco (Av. IPN esquina Ticoman)

La documentacion deberan llegar antes del 30 de noviembre del 2001 a:

Alberto Sanchez / Heriberto Castilla Julian Félix Valdez

Depto. de Fisica, CINVESTAV Instituto de Fisica, Universidad de Guanajuato
Apdo. postal 14-740 Loma del Bosque No. 103

Av, IPN 2508 Col. Lomas del Campestre

07000 México, D.F. 37150 Leoén, Gto.

Tel. 5747 3838, 5747 3800, ext. 6115 Tel. (47) 183089, 730905

Fax. 5747 7098 Fax (47) 187611

asanchez@fis.cinvestav.mx felix@ifug1.ugto.mx

castilla@fis.cinvestav.mx



El programa de
posgrado en
biotecnologia de
plantas

Octavio Martinez de la Vega

ElDr. Octavio Martinez de la Vega es coordinador académico de la
Unidad Irapuato del Cinvestat.
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La Unidad Irapuato ofrece el programa de maesiria v
doctorado en biotecnologia de plantas. Con ello cumple
con una parte vital de sumisién: formar recursos humanos
de primer nivel en el area de la biotecnologia de plantas.
El programa doctoral se ofrece en dos modalidades: el
doctorado tradicional, con una duracién curricular de tres
anos para aquellos aspirantes gue cuenten con una
maestria en un area afin, v el doctorado directo, con una
duracion curricular de cuatro anos y medio, para los
aspirantes con nivel de licenciatura. El programa de
maestria tiene una duracion curricular de dos anos.

El programa de posgrado recibe candidatos de las
diversas licenciaturas en las areas de biologia, quimica,
bioquimica v agronomia, tanto del pais comao del extran-
jero. Esta pluralidad enriquece la experiencia, tanto de
estudiantes como de profesores.

Dada la diversidad de perfiles de los aspirantes, el
proceso de seleccién de candidatos es cuidadoso y
completo. Para los solicitantes nacionales, los requisitos
para poder entrar en el proceso de seleccién son el haber
estudiado una licenciatura en alguna de las areas com-
patibles, tener un promedio minimo de ocho en licen-
clatura, estar titulado (o con fecha definida de presentacion
del examen final). El proceso de seleccion consta de tres
etapas: la primera de ellas es un examen de conocimientos
basicos de biologia, quimica, bioquimica, l6gica v
matematicas. Los aspirantes aprobados en esta etapa
pasan al dia siguiente a una serie de entrevistas con tres
profesores. En estas enfrevistas se evalian las actitudes,
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aptitudes y experiencia de los candidatos. A los candidatos
que aprueban esta sequnda etapa se les proporciona un
articulo cientifico para su lectura y analisis v al dia
siguiente preseritan cada uno de ellos en forma individual
el articulo ante un comité de fres profesores, En esta
etapa del proceso se evalia la capacidad de los can-
didatos para asimilar literatura cientifica, capacidad in-
dispensable para su éxito en el programa. Los candidatos
aprobados, que no tienen el grado de maestria, son
recomendados por los comités de profesores para el
programa de maestria o doctorado directo, dependiendo
de su perfil y experiencia

Los estudiantes egresados de nuestro programa de
maestria pueden optar por ingresar al programa doctoral
sin necesidad de pasar nuevamente por el proceso
completo de seleccidn. Los solicitantes extranjeros son
evaluados curricularmente por un comité de cuatro
profesores y se frata de asegurar que el nivel de cono-
cimientos, habilidades y actitudes necesario para tener
éxito en el programa sea cubierto con holgura:

El programa esta basado en una estrecha relacion
entre los conocimientos tedricos adquiridos en el aula y
la prawis cientifica en el laboratorio. El perfil del egresado
de maestria demanda que sea un profesional clentifico
de alto nivel, capaz de colaborar en provectos de inves-
tigacién v docencia. El peril del egresado de nuestro
doctorado exige que éste sea un cientifico competente
para realizar investigacion cientifica de manera indepen-
diente, de alta calidad. Para lograr estos objetivos nuestro
programa consta de una etapa de cursos obligatorios para
todos los estudiantes v una etapa de desarrollo de un
proyecto de investigacion dirigido por un profesor y
asesorado por un comité.

Los estudiantes admitidos a nuestro programa pueden
ser divididos en dos grandes grupos: los que han tenido
contacto anterior con el area de la biotecnologia de
plantas, ya sea durante el desarrollo de su tesis de licen-
ciatura o estancias de investigacion (como el verano de
la investigacién cientifica) v los estudiantes para los cuales
el drea es completamente nueva, Los estudiantes del
primer grupo generalmente ya tienen una idea muy clara
de la linea de investigacion a la cual desean integrarse,
mientras que los del sequndo grupo necesitan mayor
orientacion al respecto.
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Una vez inscritos en el programa, todos los estudiantes
deben aprobar un nicleo de seis cursos obligatorios,

Bioguimica Estructural, Genética y Biologia Molecular I,
Métodos Experimentales, Biologia Vegetal, Taller de Disefio
y Evaluacion de Proyectos v Biotecnologia. Estos cursos
son ofrecidos en serie, de manera que los estudiantes
pueden concentrarse adecuadamente en la materia que
estan tomando. Un gran niimero de profesores participa
en los cursos obligatorios, los cuales son revisados
periédicamente por el Colegio de Profesores, evaluando
su pertinencia v eficiencia. Los estudiantes de doctorado
deben cursar adicionalmente a los anteriores un curso, ya
sea Biologfa Molecular II, Microbiologia o Bicestadistica.
Adicionalmente existen cursos optativos que los
estudiantes pueden tormar, en acuerdo con su director de
tesis y comité tutorial,

Después de haber aprobado los cursos obligatorios,
los estudiantes deben seleccionar la linea de investigacién
que les resulte mas atractiva y para ello se deben integrar
a uno de los laboratorios de la unidad. El proceso de
seleccion de laberatorio v asesor es libre, aunque acotado
por la disponibilidad de lugares en cada uno de los
laboratorios. Los estudiantes indecisos pueden realizar
estancias cortas en los laboratorios de su interés para
ayudarlos a decidir. Cuando el proyecto de investigacién
lo demanda, es posible la codireccién de tesis por dos
profesores,
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Al seleccionar su director de tesis, el estudiante queda
integrado a uno de los dos departamentos de la unidad:
Biotecnologia v Bioguimica o Ingenieria Genética de
Plantas. En este punto se le asigna al estudiante de
maestria un comité asesor formadao por un minimo de
tres y un méximo de cinco profesores; para los estudiantes
de doctorado el comité debe estar formado porun minimo
de cinco y un méximo de siete investigadores.

Durante el desarrollo del proyecto de investigacion el
estudiante debe presentar anualmente sus avances en un
seminario departamental, el cual es formalmente eva-
luado. Para poder optar por la presentacion de su exa-
men de grado, los estudiantes de maestria deben haber
concluido su proyecto a satisfaccion del director de tesis
v del comité tutorial y haber escrito st tesis. Los estudian-
tes de doctorado, ademas de lo anterior, deberan tener
aprobado para publicacién al menos un articulo cientifico
con arbitraje estricto en una revista indexada.

Hasta la fecha se han graduado 75 maestros en
ciencias v 68 doctores en el programa. Con 143 graduados,
nuesiro programa es uno de los méas productivos en cuanto
a formacién de recursos humanos en el pais en el drea de
la biotecnologia. Actualmente el programa cuenta con
alrededor de 130 estudiantes inscritos, el 80% de ellos en
el programa de doctorado y el resto en el programa de
maestria.
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Centenario

Recientemente, en 1998, los virélogos tuvimos la
oportunidad de festejar un aniversario muy importante
en nuestra drea: el centenario de |a virologia. La virologia
como ciencia nacié con el descubrimiento del agente
causal de una enfermedad que producia el efecto mosaico
v distorsiones en plantas de tabaco. En ese ano, Beijerinck
publicé su articulo “Sobre el contagium vivum fluidum
como causa de la enfermedad del manchado de las hojas
de tabaco” en el cual por primera vez mencioné que el
agente patogénico tenia caracteristicas unicas que lo
diferenciaban de ofros patégenos. Por ejemplo, a diferencia
de las bacterias, este nuevo patégeno podia pasar por
filiros de porcelana v difundirse a través del agar.
Beijerinck también observé que dicho agente infecciaso
s6lo podia ser cultivado usandoe plantas vivas v en
crecimiento, A raiz de ese descubrimiento, se ha dado a
conocer que existe una gran cantidad de enfermedades
causadas por virus tanto en plantas como en animales.
A continuacién presentamos una breve descripeion de
los virus y como su estudio ha contribuido enormemente
al desarrollo de las diversas disciplinas cientificas.

No es extrano que la gran mayoria de las personas
asocien la palabra virus (que significa veneno en latin)
con algo verdaderamente terrible v peligroso. Esta
percepcién se ha originado principalmente por las
enfermedades que ocasionan, v que van desde el resfriado
comun hasta el SIDA, pasando por la rabia, la polio-
mielitis v la viruela.
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LAUE es un virus?

Explicar qué es un virus de una manera sencilla (a quienes
no son especialistas) es relativamente complicado. Las
definiciones en la literatura incluyen descripciones sui
géneris como la que acunié el Premio Nobel André Lwoff
a mediados del'siglo pasado: “Los virus, ... son los vi-
rus”. Desde el punto de vista molecular, los virus consisten
basicamente de una o varias moléculas de acido nucleico
{su genoma) protegida(s) por una cubierta proteica o
capside. La gran diversidad de tipos de virus gue existe
en la naturaleza es, probablemente, sélo un reflejo de la
diversidad de tipos de genomas virales que han surgido
durante la evolucién, Por ejemplo, los vinis pueden tener
su genoma codificado en moléculas de DNA o RNA y
pueden ser de cadena sencilla o de cadena doble; el
genoma puede ser lineal o circulary, como se menciond
antes, el genoma puede estar contenido en una sola
molécula (genoma monopartita) o en varias (genoma
multipartita). Estos genomas son secuencias de nucles-
tidos altamente organizadas, con distintos genes que
codifican la informacién para la produccion de diversas
proteinas involucradas en la replicacion del genoma viral
yen su dispersion.

[os virus son elementos genéticos que actian como
parasitos celulares especializados. Durante millones de
anos se han mantenido comrompiende los mecanismos
moleculares de la célula que parasitan (llamada célula
huésped) para su propio beneficioy han coevolucionado
con ella con el fin de explotar sus fuentes de energia. sus
constituyentes preformados v su maquinaria biosintética.
Casi todos los grupos de organismos vivientes, multice-
lulares o unicelulares (plantas, animales, hongos, proto-
zoarios y bacterias) son susceptibles de ser infectados por
virus.
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El principal motivo para estudiar a los virus ha sido
conocerlos mejor para poder generar herramientas que
nos permitan su control o, al menos, la disminucién de
sus daninos efectos. Eneste sentido se ha dade un avance
considerable en algunas areas. Por ejemplo, en medicina
se han obtenido vacunas cada vez mas eficientes contra
algunos virus y se han disenado estrategias de control
que detienen su diseminacién. También se han disenado
farmacos que atacan directamente algunas de las
funciones virales. En la investigacién agricola, se han
podido obtener variedades con resistencia a uno o mas
virus; se han disenado estrategias para controlar a los
insectos vectores y para obtener variedades libres de virus
(cultivo de meristemos y microinjertos), e inclusive se han
desarrollado sistemas confiables y répidos para la de-
teccién de virus. Sin embargo, a pesar de haberse cum-
plido cien afios del estudio de los virus, sélo recientemente,
gracias al estudio de las funciones genéticas de virus
modeloy de su interaccién con la célula huésped, hemos
empezado a entender los procesos de patogénesis virales,
i.e., cémo inducen sintomas, como interaccionan con el
genoma huésped, ete.

El estudio de los virus ha tenido un gran impacto en
ofras areas de la ciencia. Se puede decir que la biologia
molecular nacié como disciplina cientifica teniendo a los
virus de bacterias (bacteriéfages) como algunos de sus
actores principales, En la tabla 1 se presentan algunos
eventos claves en los primeros cien anos de la virologia.
Otro ejemplo impactante setia el caso de algunos virus
(como los retrovirus, adenovirus y herpesvirus), que yase
han utilizado en medicina para el disefio de vehiculos o
vectores de genes en estrategias de terapia génica para el
tratamiento de enfermedades como el cancer, la fibrosis
cistica vy la artritis.
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Tabla 1. Acontecimientos destacados en el primer siglo de la virologia.

Afio Evento Investigadores
1898 Nacimiento de la virologia con el descubrimiento del vius del mosaico del tabaco (MV).  Beljerinck
1909 Reconocimiento de la pimern enfermedad humana (poliomielitis) causada por un

agente fitrable (virus),

Londsteinar y Popper

1911 5e registra la primera asoclacion de:un virus con un tumar en polios. Rous

1915- 1917 Descubrimiento de los vinus que' infectan bocterias (bacterdlogos).

Twort y dHerelle

1930 Nacimiento de la biologia molecular con los bacterofagos come aclores Importantes, Luria, Delbrick.

1935 Purificacion y crstalizacion del TMV, Stanley

1952 Descubrimiento de gue la Informacion genética de los bacteddiagos estd codificada Hershey y Chase
en sus acidos nuclejcos [DNA).

1956 Primera evidencia de gue hay genomas de RNA con la demcstiocion de gue el RNA puro  Fraenkel-Conrat y
de TMV es infectivo. Singer; Gierer y

Schramm
1957 Concepto de virus lisogénices que dermuesta que los vius:se pueden Infegrar ol genoma  Lwoft

de lo célulo huésped y pemnanecer latentes por mucho fiempo.

1961 Usando bacteras y baclerofogos, se obtuvo la primera evidencia del popel deal RNA

como mensajero (mRNA).

Brenner, Jacob vy
Messelson

1970 Descubrimiento de la franscriptasa reversa (RT) en refrovinus, Esta se convirtio-en una Baltimore:/ Temin y
importantisima heramienta en biclogia molecular (en la obtencion de boncos de cDNA,  Mizutani.
de sondas para hibridacion molecular, en estudios genomicos, efc.).
1977 Secuenciocion del primer genoma (bacterologo fx1 74). Sanger y col.
1981 Descubrimiento del vitus de la inmuhodeficiencia humana (HIV) causante del SIDA. Gallo y Montagnier
Virus de p|0n‘|’gs mientras que los virus de DNA pueden tener su replicacién

Existe una gran cantidad de virus que infectan plantas y
que causan numerosos danos a los cultives. Los virus de
plantas se pueden transmitir por diferentes vias, pero la
fransmisién por insectos es la que tiene mayor repercusion
ya que por ser tan eficiente se usa una gran cantidad de
insecticidas quimicos para controlar a dichos vectores.
Esto repercute de manera importante en los costos de
produccién agricola y en la contaminacién ambiental.

E1 90 % de los virus de plantas tienen genomas de

RNA, el 10 % restante posee genomas de DNA. En ge-
neral, los virus de RNA tienen su ciclo en el citoplasma
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asociada al nicleo. De esta manera, los virus de DNA
presentan mecanismos de requlacion similares a los de la
planta huésped, mientras que los virus de RNA tienen
mecanismos de regulacion generalmente diferentes.

Desde hace ya varios anos varios grupos de inves-
tigacién, incluido el nuestro, han trabajado en la obtencién
de plantas resistentes a diferentes virus mediante técnicas
de ingenieria genética. Las principales estrategias para
obtener estas plantas (llamadas plantas transgénicas) se
basan en la expresion de proteinas del propio virus o de
sus acidos nucleicos para interferir con la replicacién o
los procesos de transcripcion virales. Esta altemativa es
muy interesante v no podemos darnos el lujo de ignorar
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su potencial tanto en el especto econdmico como en el
ambiental.

Geminivirus: “gemelos”
incoémodos para las plantas

El modelo de estudio que hermos escogido para tratar de
descifrar algunos aspectos biol6gicos y moleculares del
ciclo infectivo v de la interaccién de un virus con su planta
huésped son los geminivirus. Como ha ocurride con ofros
grupos de virus, en la literatura se presentan evidencias
de algunas enfermedades causadas por geminivirus desde
hace varios siglos. Estas enfermedades se caracterizan
por presentar sintomas como enrollamiento de la hoja,
rugosidad, mosaicos amarillos, enanismo de la planta,
clorosis y generalmente una disminucién en el rendimiento.

[
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Sin embargo, fue hasta la década de los anos 1970
cuando se determiné que el agente causal de una
enfermedad que producia un mosaico dorado en frijol
era un virus con caracteristicas tinicas que incluian una
morfologia geminada (dos icosahedros unides por un lado)
y un genoma circular de DNA de cadena sencilla. A partir
de entonces, el nimero de geminivirus regisirados ha ido
creciendo aceleradamente hasta llegar a ser una de las
familias mas numerosas.

Los geminivirus son una familia de virus patogenos
de plantas que ocasionan considerables pérdidas y daros
en numerosos cultivos alrededor del munde, distribu-
yéndose principalmente en zonas tropicales y subfro-
picales. Son transmitidos por insectos vectores a una gran
variedad de plantas mono- v dicotiledéneas. La distri-
bucién geografica del insecto vector es la responsable de
la distribucién paralela del geminivirus que transmite.

L a familia Geminiviridae se divide en tres géneros seguin
su espectro de huéspedes (si infectan mono o dicoti-
ledéneas), a su insecto vector (mosquita blanca o chicha-
mrita), v a su estructura genémica (mono o bipartita). En
México, a la fecha, sélo se han registrado virus
pertenecientes al genero Begomovirus, los cuales infectan
dicotiledéneas, son transmitidos por mosquita blanca
(Bemisia tabaci) v su genoma es generalmente bipartita
(dividido en dos moléculas de DNA). Los virus huasteco
del chile (PHV) y del mosaico dorado del chile (PepGMV)
son los mas importantes en la horticultura mexicana y se
encuentran diseminados en todo el pafs en cultivos de
solanaceas (chile, jitomate, tabaco, tomatillo}'.

Ademés del interés que los geminivirus despertaron
como agentes causales de muchas enfermedades de
importancia econémica; el hecho de tener un genoma de
DNA atrajo la atencién de muchos grupos que se
dedicaron a explorar la posibilidad de usar los geminivirus
como vectores para la introduccién de material genético
en plantas. Una sequnda razén poderosa era la perspectiva
de usar los geminivirus como modelos de estudio de
manera similar a los trabajos realizados con bacteriéfagos
a mediados del siglo pasado o un poco mas tarde con
algunos virus de DNA (SV40, adenovirus) en sistemas
animales.

La posibilidad de usar los geminivirus comeo vectores
para infroducir DNA foréneo en plantas ha ido perdiendo
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interés al verificarse que estos virus presentan restriccion
al aumento de tamano de su genoma, es decir, cuando
se les introducen genes foraneos que aumentan el tamano
del genoma los virus quiméricos tienden a eliminar ese
DNA en un intento de recuperar su tamano original. Por
otro lado, los geminivirus si estan respondiendo a las
expectativas de ser usados como modelos para estudiar
algunos procesos moleculares en plantas. Algunos de los
avances se describen brevemente a continuacion

El genoma de los Begomouvirus, con los cuales
trabajamos en nuestro laboratorio, consiste en dos
componentes denominados A y B. El componente A
contiene toda la informacién que las proteinas virales
requieren para la replicacién, transcripcién y
encapsidacién del DNA del virus, mientras que el
componente B codifica para las proteinas involucradas
en el movimiento célula a célula y el movimiento sistémico
del virus en la planta, asi como en el movimiento ncleo-
citoplasma. Recientemente se ha dado a conocer la
naturaleza multifuncional de varias proteinas virales. Por
ejemplo, la proteina Rep presenta caracteristicas muy
similares al antigeno T del SV40 y se crez que puede
alterar el ciclo celular en una célula infectada. Se
encuentra que, al menos en el caso del virus del mosaico
dorado del tomate, el virus es capaz de inducir la expresién
de la proteina llamada PCNA, que es una proteina
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accesoria a la DNA polimerasa d (replicativa). Asimismo,
hay varios ejemplos donde se muestra una interaccion
entre una proteina viral y la proteina celular retinoblas-
toma. Esta profeina ha sido involucrada en diferentes
mecanismos de control del ciclo celular. No esta todavia
claro si el virus logra que una célula diferenciada entre
ofra vez al ciclo celular o solamente induce parte de la
maquinaria de sintesis de DNA?. De cualquier forma, por
primera vez se tiene en plantas un sistema adecuado para
estudiar diferentes procesos del ciclo celular.

Por otro lado, analisis de las reginnes promotoras de
varios genes virales han mostrado que, aparentemente,
los yeminivirus han “secuestrado” una serie de senales de
regulacion propias de algunos genes de la planta. Esto
permitiria a los virus tener un patrdn de regulacion v
expresion que facilitara la replicacion de virus en las células
vegetales. También se ha sugendo que el virus ha aprendido
a inducir genes que son requeridos para su replicacion.

En nuestro laboratorie, una de las lineas principales
de investigacién es precisamente el estudio de los
mecanismos regulatorios de |a expresion de los genes del
geminivirus, utilizando como medelos el virus huasteco
del chile (PHV) v el virus taino del moteado del tomate
(TToMoV), entre otros. El analisis de las secuencias
regulatorias en el genoma viral ha contribuido a progresos
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significativos en el conocimiento de los procesos
moleculares durante el ciclo de infeccién de los geminivirus.
Por ejemplo, se han determinado elementos importantes
para el reconocimiento especifico de la proteina Rep por
su propio origen de replicacién (lo que explicaria porque
una protefna Rep sélo puede reconocer su propio origen
de replicacién y no el de ofro virus)*. También se han
encontrados elementos involucrados en la regulacién de
|a transcripcién del gen de la proteina de la capside. Este
elemento, denominado CLE, serfa el blanco funcional de
una proteina viral (TrAP) que es |a encargada de activar
los genes tardios®, Estos elementos se podrian utilizar
como reguladores de la expresién de transgenes bajo el
control del promotor del gen de la proteina de la capside.
Asi, el transgén solo se expresaria cuando el virus esté
presente, lo que abre |a puerta para muchas aplicaciones
biotecncldgicas.

Es claro, pues, que el estudio de los geminivirus a
diferentes niveles puede contribuir no solamente a disenar
estrategias de control de estos patégenos importantes,
sino también a descifrar algunos mecanismos moleculares
en plantas®.

Origen y evolucion de los virus

El problema del origen de los virus ha sido historica y
sutilmente evitado por los bidlogos evolucionistas que
estudian el origen de la vida. El estudio del origen y
evolucién de los virus ha dado lugar a no pocos debates
acerca de si los virus surgieron antes o después de la
primera célula hace més de 3,500 millones de anos™. El
hecho de que utilicen el mismo cédigo genético que los
organismos celulares es un reflejo de que dicho cédigo
surgié antes de que aparecieran los virus, aunado a la
dependencia del virus en la maquinaria celular para la
sintesis de proteinas v la replicacién de los cidos nucleicos;
y por otro lado, la observacion de que los aminoacidos
de proteinas virales ocurren en proporciones similares a
Jas proteinas de otros organismos nos lleva a pensar que
a pesar de la simplicidad estructural de los virus es muy
poco probable que éstos hayan precedido a los primeros
organismos celulares.

Existen varias hipétesis, algunas més sustentadas que

otras, sobre el origen de los virus. La primera hipotesis,
que se aplica mas bien al origen de los virus de RNA, es
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que éstos descienden de formas primitivas precelulares, y
mas directamente del “mundo del RNA", en el cual las
moléculas de RNA eran capaces de catalizar todas las
reacciones necesarias para sobrevivir y replicarse. Se ha
propuesto que las estructuras parecidas al RNA de
transferencia v que se encuentran en el extremo 3' de
algunos virus de RNA son f6siles moleculares que se han
mantenido para alguna funcién determinada. De esta
manera, los virus de RNA representan probablemente
formas modificadas descendientes de un mundo de RNA
prebiético que llegaron a parasitar a las primeras células.

Otra hipétesis para proponer el origen de los virus es
que pudieron haber evolucionado por simplificacién o
degeneracion de organismos unicelulares. Esta idea, sin
embargo, ha perdido interés entre los virélogos evolu-
cionistas debido a que ni aun los virus conocidos mas
complejos y elaborados se asemejan en algtin aspecto
fenotipico o genotipico a la célula més sencilla. Por otro
|ado, las similitudes funcionales entre los virus de DNAy
elementos genéticos celulares como los plasmidos y los
transposones han dado lugar a una tercera hipétesis que
propone que los virus se desarrollaron a partir de este
tipo de elementos genéticos. Este dltimo punto de vista
es actualmente uno de los més atractivos y con él se
pretende explicar en forma maés objetiva el origen de los

virus’,

Existen diversos mecanismos por los cuales los virus
adquieren variabilidad genética que los convierte en
grandes exploradores del espacio evolutivo. Las fuentes
maés importantes de variacién genética en los virus y a
través de la cual puede actuar la seleccion natural son
las mutaciones v la recombinacién genética.

Ahora bien, una de las limitaciones principales en el
estudio de la evolucién de los virus es que no existen
fésiles virales con los cuales se pueda construiruna historia
evolutiva, como ocurre con las plantas, vertebrados v
ofros organismos que si dejan sus huellas fésiles en los
sedimentos v de donde se obtiene invaluable informacion
sobre su pasado, Sin embargo, un aspecto importantisimo
es que actualmente contamos con su secuencia de bases,
es decir, su genotipo. La comparacion de estas secuencias
ha llevado a establecer en los tltimos anos relaciones
evolutivas entre genes virales y no virales, construyendo
asi algunos posibles eventos de la evelucién viral.
Adicionalmente, se ha observado que los analisis
comparativos de las secuencias nucleotidicas de los
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genomas virales, asi como de las secuencias de
aminoacidos, por lo general confirman el agrupamiento
o clasificacion tradicional de los virus. Y por si esto fuera
poco, dichas comparaciones han mostrado ademas
homologias inesperadas entre genes de virus de diferentes
grupos que habian sido considerados nada o muy poco
relacionados entre ellos, asi como homologias entre genes
virales v no virales. De esta manera, por medio de andlisis
comparativos de secuencias de los virus que existen
actualmente, podemos inferir algunas propiedades y
caracteristicas de sus ancestros. Podemos observar
también de forma directa el tipo v la tasa de los cambios
evolutivos que estan ocurriendo en algin virus

determinado, @
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Hace ya algunos anos que padezco de una extrana
desviacién sexual. Victima de una carencia total de pudor
yde una intensa fascinacién por el erotismo vegetal, me
paso la vida pensando en los 6rganos genitales de las
plantas. Disfruto dias enteros observando pistilos florales,
manipulando ovarios y triturando 6vulos con parsimonia
y dedicacion. Pocas personas entienden que a las plantas
también les encanta el sexo. En realidad, la gran mavoria
de los vegetales comestibles se reproducen de manera
sexual. Fue a inicios del siglo pasado que dos de mis
antecesores —probablemente padeciendo en silencio la
misma desviacién gue yo— descubrieron que en las
plantas el sexo gira en torno a un proceso de doble
fecundacion, En 1898, el biélogo ruso Sergius Nawashin
(figura 1a) mostré que son dos las células reproductivas
masculinas (llamadas células espermaticas) las que
participan en la formacién de una semilla despueés de
fecundar dos células reproductivas femeninas. Pocos
meses después, el francés Leon Guignard (figura 1b)
constaté la naturaleza doble del fenémeno, confirmando
asi —para mi alegre deleite— que las plantas al hacerlo
al dos por uno representan el sublime paroxismo del
libertinaje reproductive:

Sin sexo vegetal no habria semillas comestibles. En
las plantas con flores la doble fecundacién se inicia cuando
un grano de polen es transportado hasta la superficie del
pistilo, el 6raano reproductivo femenino que se encuentra
localizado en el centro de la flor. Es dentro del pistilo que
se desarrollan los 6vulos, los portadores de los gametos
femenines. Dentro del évulo se forma una estructura
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multicelular, que llamamos saco embrionario, y que con-
tiene las células reproductivas femeninas. Después de
germinar en la superficie del pistilo, el grano de polen
forma un tubo (el tubo polinico) que se lanza a las
profundidades del 6vulo para penetrar el saco embrionario
y depositar cautelosamente dos células reproductivas
masculinas en la vecindad de los gametos femeninos. El
embrién se forma en la intimidad del 6vulo, después de
la fusién de una célula espermética con la célula huevo.
La fusién de la sequnda célula espermatica con una
voluminosa célula central da lugar a la formacién del
endospermo, un tejido de abundante contenido protéico
que es indispensable para la sobrevivencia del embrion,
y cuyo enorme valor nutritive constituye en los cereales
comestibles (maiz, arroz y trigo, por ejemplo) la principal
fuente de aminoacidos esenciales para el ser humano.
Después de la doble fecundaci6n, el 6vulo se transforma
progresivamenite en una semilla.

Apomixis: el Unico embarazo
nervioso que funciona

A pesar de que la doble fecundacién es el atributo sexual
favorito de la mayoria de los vegetales comestibles, en
ciertas plantas existe el fenémeno de apomixis, uno de
los mecanismos reproductivos mas misteriosos y fasci-
nantes que existen en la naturaleza. Al igual que mi tia
Ita (figura 1c), que desde su tiema juventud decidié asumir
una beata vida de abstinenciay recato, las plantas que
se reproducen por apomixis han renunciado completa-
mente al sexo. Sin embargo, a diferencia de mi tfa, estas
plantas son capaces de reproducirse formando embriones
sin necesidad de fecundacién. Las células reproductivas
femeninas de las plantas apomicticas contienen todos
los genes necesarios para formar una planta adulta (no
se dividen por meiosis, y por lo tanto no pierden la mitad
de sus cromosomas) y logran formar embriones de ma-
nera auténoma, sin que la célula huevo sea fecundada
por una célula espermatica masculina, En algunos casos
el endospermo se forma también de manera auténoma,
dando asf lugar a una semilla viable genéticamente
idéntica a la planta madre'.

La apomixis es un método de clonacién natural a
través de semillas presentes en mas de 350 especies que
incluyen los mangos, la mayoria de los citricos, los
manzanos y varios pastos forrajeros. La transferencia
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Figura 1. () Sergius Nawashin, descubridor de la doble
fecundacion en 1898, [b) Léon Guignard, gulen en 1899
documentd la doble fecundacion en Lilum martagen L. (c)
Camen Calzada (mi tia to; 1899-1995) quién decidio vivir una
vida de absfinencia y recato en San Luis de la Paz. Glo.

genética de la apomixis a ofras plantas de cultivo —y
principalmente a los cereales comestibles, que se
reproducen todos de manera sexual— constituye uno de
los mayores retos que enfrenta la biotecnologia agricola
modema. En la actualidad, la mayoria de las semillas
mejoradas que se obtienen comercialmente son el
resultado de un largo proceso de hibridizacién por el cual
ciertas plantas que presentan caracteristicas agricolas
interesantes son seleccionadas y cruzadas. El valor
agricola de las plantas hibridas se mantiene sélo durante
un ciclo de cultivo, pues en la semilla de segunda
generaci6n las caracteristicas deseables se pierden al
separarse los rasgos genéticos que se encontraban
combinados en el hibrido. Como consecuencia, en el caso
del maiz los campesinos y agricultores del mundo entero
se ven obligados a comprar semilla mejorada ano fras
ano si quieren mantener altos rendimientos. La apomixis
permitiria que se pueda sembrar recurrentemente la semilla
que los agricultores producen a partir de variedades lo-
cales, lo que no es posible con los hibridos comerciales
disponibles actualmente. A diferencia de otras estrategias
que pretenden eliminar por completo la posibilidad de
que el agricultor utilice para sembrar semillas obtenidas a
partir de su propia cosecha (como es el caso del
controvertido sistema Terminator que proponia comercia-
lizar la empresa Monsanto), la apomixis ofrece una
oportunidad tinica de otorgar a los productores la libertad
operativa que requieren para agilizar el desarrollo de
variedades especificamente adaptadas a condiciones lo-
cales, usando y conservando mayor diversidad genética.

Hace algiin tiempo la apomixis representaba un
verdadero desafio a las estrategias comerciales tradicio-
nales que imperan en las grandes companias transna-
cionales que se dedican a la produccién y venta de semillas
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mejoradas. Sin embargo, esta tendencia ha sido revertida
en los tltimos anos, pues empresas como Syngenta,
Dupont o Monsanto han entendido que la apomixis en
plantas de cultivo puede también contribuir a disminuir
sustancialmente sus costos de produccién, simplificando
los esquemas actuales involucrados en la produccién de
lineas parentales en programas de mejoramiento clasico.
Esta cualidad estableceria condiciones mas eficientes de
manejo, mejoramiento y produccion agricola. La apo-
mixis promete revolucionar el mejoramiento de plantas
al establecer un sistema que permite mantener invariables
las caracteristicas de cualquier variedad vegetal, in-
cluyendo los hibridos, a través de inumerables gene-
raciones.

Arabidopsis thaliana: un
modelo para estudiar el sexo
vegetal

A pesar de su importancia en la produccién de semillas,
tenemos un conocimiento muy limitado sobre las bases
genéticas y los mecanismos moleculares que controlan el
desarrollo de las células reproductivas, la formacién de
semillas sexuales y el fenémeno de apomixis. El estudio
de estos procesos se complica al constatar que ocurren
en las profundidades de la flor, y que son tan sélo un
puiiado de células las que estan involucradas en la
formacién de semillas. Sin embargo, el alto grado de
conservacion que presentan los procesos reproductivos
en la mayoria de las plantas sugiere que la formacién de
los gametos femeninos y la doble fecundacion dependen
de mecanismos cuya regulacién genética y molecular es
muy similar en la mayoria de las especies, y en particular
en las plantas de cultivo. Por ello el estudio de un sistema
modelo representa una oportunidad tinica para simplificar
la bisqueda y el aislamiento de genes que sirvan de
herramientas para mejorar la produccién de semillas en
plantas de interés agricola.

Durante la dltima década la pequena crucifera
Arabidopsis thaliana (comtnmente llamada Arabidopsis)
se ha consolidade ampliamente como el sisterna modelo
para estudiar los procesos genéticos que imperan en el
desarrollo de las plantas. Esta especie es “prima hermana”
de la mostaza, tiene un ciclo de vida corto (6 semanas),
produce miles de semillas en cada individuo y sus flores
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pueden ser facilmente castradas para generar cruzas y
realizar analisis genéticos. A finales de 2000 un consorcio
piblico coordinado por laboratorios en Japén, Europa, v

los Estados Unidos terminé la secuenciacion de su
genéma’. Actualmente la casi totalidad de la secuencia
genémica de Arabidopsis esté disponible en bases de datos
de dominio publico, lo que facilita de manera sustancial
la identificacién de genes y el estudio de sus funciones®
Con base en las secuencias disponibles, estudios pre-
liminares muestran que la mayoria de las proteinas
conocidas en Arabidopsis exhiben similitudes que permiten
inferir sus funciones en numerosas plantas de cultivo.

Arabidopsis se reproduce de manera sexual y sus
gametos femeninos se desarrollan siguiendo un esquema
de diferenciacién similar al que impera en mas del 70%
de las plantas con flores (figura 2). Ademas, muchos de
los aspectos caracteristicos de la reproduccién sexual en
Arabidopsis se encuentran conservados en las mecanismos
de apomixis que tienen lugar en la naturaleza; estos
apectos incluyen el desarrollo post-meiético de los
gametos femeninos, la formacion del endespermo, la
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Figura 2. El évulo y la doble fecundacion. En las plantas
con fiores la doble fecundacion se Inicia cuando un grano de
polen es frunsportado hasta la superficie del pistilo, &l organo
reproduciivo femenino dentro del cuol se desarrolian (os ovulos.
Dentio del dvulo se forma una estructura mutficelular (el saco
embrionaro) que contiene las células reproductivas fermeninas.
Después de germinar, el grano de polen forma un fubo polinico
que penefia el saco embrionario y deposita dos celulas
reproductivas masculinas en la vecindad de los gamelos
fermenines. El embridn se forma despues de la fusion de una
célula espermatica con la célula hueve, La fusion de la
segunda célula espermatica con una voluminosa celula cen-
tral da lugar a la formacion del endospermo.

embriogénesis y la diferenciacion de la cubierta materna
en la semilla. Aunque atn no han sido identificados
mutantes que generen semillas apomicticas, existen
alqunas mutaciones que reflejan componentes esenciales
del proceso, como el desarrollo auténomo del endos-
permo. Todos estos mecanismos operan en numerosas
plantas sexuales durante la gametogénesis femenina y
los procesos de doble fecundacion, lo que indica que
manipulando el sistema reproductivo de las plantas
sexuales sera posible alterar procesos de desamrollo que
permitan la induccién de mecanismos apomicticos.

Trampas que descubren genes

Para estudiar con detalle la vida sexual de Arabidopsis
en nuestro Laboratorio de Desarrollo Reproductivo v
Apomixis utilizamos una tecnologia que permite identificar
genes a partir de la visualizacién de sus esquemas de
actividad (su expresion) en la planta®. Esta tecnologfa
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detectn de ehemnenio rrpulalis | drtapia ginica
polencisdor  gendmoe

Flgura 3. LQue son las trampas génicas? Las tframpas
génicas son generaimente de dos fipos: los deteciores de
potenciadores y las frompas genlcas sensu siricto. Los
detectores de potenciadores dependen de una unidad mavil
(cdoble flecha) que contlene un gen reperiero (GUS) bajo el
control de un promotar consfitutivo débll (P-min), Si el promator
enfra en confacto con ung secuencia genomica reguladora
(caja rectangular), la actividod del gen reportero dard lugar a
un esquema de tincién cuya localizacion sera el reflejo de
aguel gen (infrinsico a la planta) que se encuentre bajo el
confrol de dicha secuencia reguindora (vedse fotografia). En
el coso de las rampas génicas sensu stricto, el gen reponerno
no estd bajo el control de un promotor debll. Este fipo de
estrategias han constituido poderosas heramientas para el
estudio del desanolio del ratén, de la Drosophila ¥ ahora de
Arabldopsis.

depende de elementos méviles en el genoma (llamados
transposones) que actian como verdaderas “frampas
génicas” al insertarse en el ADN y delatar la actividad de
genes por medio de un marcador molecular visible en el
tejido vegetal (figura 3). Originalmente disefadas para
estudiar el desarrollo de la mosca (Drosophila
melanogaster), las estrategias de trampas génicas han sido
instrumentadas con éxito en Arabidopsis y estan siendo
utilizadas para identificar, aislar y elucidar la funcién de
una multitud de genes que acttian en diferentes procesos
de desarrollo. Las trampas génicas permiten el estudio de
genes dificiles de estudiar por métodos clésicos de analisis
genético?, Resullan particularmente dtiles para identificar
genes cuya letalidad en estados de desarrollo prematuro
(formacién de embriones) impide la determinacién de la
funcién de dichos genes en estados de desarrollo adulto
(formacién de flores y gametos). El uso de trampas génicas
también permite la identificacién de genes cuya funcién
es redundante, y para los cuales un mutante resulta dificil
de identificar. Se considera actualmente que existe una
gran cantidad de genes con funciones redundantes en las
plantas, lo que impide la obtencién directa de los mutantes
correspondientes por medio de estrategias clasicas.
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En Ja Unidad Irapuato del Cinvestav estamos gene-
rando una coleccién de lineas que contienen elementos
que achian como frampas génicas. A la fecha contamos
con aproximadamente 1,000 lineas con inserciones
aleatorias a todo lo largo y ancho del genoma de
Arabidopsis. Las lineas contienen un gen reportero que
imita el patrén de actividad del gen en el cual estd
insertado y que puede ser visualizado en el 6vulo.
Invertimos considerable tiempo en obtener métodos gue
nos permitieran visualizar la actividad del gen reportero
en el 6vulo de Arabidopsis, sin necesidad de realizar cortes
histolégicos del tejido reproductivo. Estas madificaciones
nos permiten buscar genes en todos los estados de
desarrollo del 6vulo, desde sus inicios hasta las primeras
divisiones del embrién después de la doble fecundacion.
Hemos va identificado maltiples lineas que tienen es-
quemas de expresién en regiones especificas del 6vulo
durante la meiosis o en las células reproductivas dife-
renciadas. Podemos aislar y secuenciar el ADN genémico
localizado a los bordes de la trampa génica de manera
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rutinaria, utilizando una técnica muy eficiente de
amplificacién de ADN denominada Thermal Assymetric
Interlaced PCR” (TAIL-PCRY)". El analisis de la secuencia
de estos fragmentos ha demostrado que nuestras
inserciones se localizan en genes que cumplen funciones
importantes en el desarrollo de plantas, incluyendo
receptores de cinasas, reguladores del ciclo celular, factores
de transcripcion, o requladores de la diferenciacion celular.
Adicionalmente, hemos determinado gue durante estadios
posteriores, la proporcién de trampas génicas que
presentan actividad en las células reproductivas femeninas
es del 10 a 11%. Finalmente, hemos adaptado técnicas
de hibridacién in-situ que nos permiten localizar mRNA
en las células reproductivas, y verificar si para los genes
identificados los esquemas de expresion corresponden o
no a los esquemas de actividad del gen correspondiente

Algunos de los esquemas de expresion que hemos ya
identificado pueden ser utilizados para alterar el desarrollo
sexual en Arabidopsis v perturbar la determinaciéon de las
celulas reproductivas. Uno de ellos se localiza en tan sélo
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algunas células que constituyen los precursores del
desarrollo asexual en plantas que se reproducen por apo-
mixis. Se considera que la regién de expresion en esta
finea juega un papel importante en la determinacion del
destino celular, v por lo tanto en la formacién de las
células haploides.

Activacion retardada: la pereza
del genoma paterno

Para estados posteriores a la doble fecundacion hemos
identificado tres tipos de genes que actiian durante el
desarrollo prematuro de la semilla: en el cigoto, en el
endospermo, o en ambos tejidos en forma simultanea.
Recientemente, la identificacién de estos tipos de genes
nos permitié establecer que numerosos genes que se
heredan a través de la célula espermatica se mantienen
inactivos en el embrién vegetal hasta por cuatro dias
después de la doble fecundacién. A diferencia de los
mamiferos como el ratén, en los cuales tanto los genes
heredados del padre como los heredados de la madre
participan en la formacién de proteinas inmediatamente
después de la fecundacién, en Arabidopsis tan sélo se
activan genes a partir de las copias matemas, mientras
que los genes heredados del padre se mantienen en niveles
no detectables durante las primeras divisiones celulares
del embriény del endospermo®.

Lo anterior se traduce como la existencia de un refraso
global en la activacion del genoma patemo durante la
formacién de semillas. Puesto que es posible regenerar
embriones a partir de células somaticas, siempre se habfa
considerado que la contribucién materna no es esencial
para la formacién de embriones vegetales. Este descu-
brimiento rompe con ese paradigma, e invita a una
reconsideracién general de las bases genéticas y los
mecanismos moleculares que regulan la formacién de
semillas. Creemos que esta actividad retardada de las
copias heredadas del padre contribuye también a explicar
por qué ciertas plantas son capaces de formar semillas
genéticamente idénticas a la planta madre, por apomixis,
y esto sin alterar los procesos de desarrollo que imperan
durante la embriogénesis prematura. Desconocemos
actualmente los mecanismos moleculares que estan en
la base de ese fenémeno de silenciamiento, pero
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pensamos que las caracteristicas estructurales del mate-
rial genético contenido dentro del nicleo espermatico (la
cromatina) deben jugar un papel fundamental. Al utilizar
nuevas estrategias en Arabidopsis v en maiz estamos
tratando de conocer los mecanismos que controlan este
mecanismo de activacién retardada.

El estudio del desarrollo de las células reproductivas y
de la doble fecundacion en Arabidopsis nos permite
establecer las bases de un esfuerzo sostenido en el area
de biotecnologia de la reproduccién vegetal. Creemos que
este tipo de iniciativas producira las herramientas nece-
sarias para inducir de manera flexible mecanismos de
reproduccién que permitan la obtencion de semillas
mejoradas, y posteriormente intentar la induccién de
semillas apomicticas en plantas de cultivo. @
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Aunque las plantas se han utilizado por miles de anos
con fines medicinales, ha sido recientemente que por
medio de la ingenieria genética se han utilizado como
biofabricas o biorreactores para producir diversos com-
puestos de interés farmacéutico. Dado que la demanda
por estos compuestos va en aumento en todo el mundo,
el uso de esta tecnologia también estd cada vez mas
extendido. Actualmente, el alto costo de muchos
compuestos farmacéuticos limita su disponibilidad v apli-
cacion. Los producidos en plantas transgénicas son, por
el contrario, barates para producir y almacenar, de facil
escalamiento para produccién en masa y mas sequros
que los derivados de otros sistemas. En este articulo se
analiza el avance en esfe campo,

El uso de reactores o biorreactores para la produccion
a nivel industrial de determinadas sustancias no es nuevo.
Gran cantidad de compuestos de diversos tipos (inclu-
vendo farmacéuticos) se ha estado produciendo por
muchos anos en diversos sisteras. Esto fue posible debido
a que la mayoria de los genes de cualquier origen se puede
expresar en sistemas heterélogos. El sistema de expresion
ideal serfa el que produce el material en mayor cantidad,
mas seguro y bioldgicamente mas activo con el costo
mas bajo. El uso de células de mamiferos modificadas
con técnicas de DNA recombinante tiene la ventaja de
producir compuestos idénticos a los naturales; sin em-
bargo, cultivar estas células es muy costoso y se puede
realizar solamente en escala limitada.

El uso de microorganismos, tales como bacterias,
permite la produccion a escala mucho mayor, pero tiene
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Tabla 1. Planticuerpos terapéuticos y de diagnéstico (g A secretora, IgAs; peso fresco, PF;
proteina soluble total, PST).

Aplicacién Promotor Secuencias senales  Nombre o tipo Planta Niveles de Expresién Referencias
y especificidad de anficuerpo
Carles dental; CaMV 355 Murino. IgG Guy's 13 (ighs) Nicotiana 500 pg/g PF hojas Ma®
antigeno | ol peéptido senal fabacum
de S, mufanfs
Diagndstico; CaMV 355 Péptido sefial C5-1 (IgG) Alfalfa 1.0% PST Khoudi®
lgG murino de IgG
antl-humano
Tratarniento Ublquitina Péptido senal ScFviB4.66 (ScFv) Trigo 900.0 Ng/g hojas; Stoger?
para cancer; de maiz murino 1.5 pg/g semillas
anfigeno de 1gG; KDEL
carcinoern-
bricnico
Tratamiento Ubiguiting Péptido sefial SCFvIB4.66 [ScFv) Aoz 29.0 po/g holas; Stoger® Torres?
para cancer; de Malz mufino de 19G; 32.0 pa/g semilios;
antigeno KDEL 3.8 ug/g callo
carcinoam-
bridnico
Tratamiento Doble Péptido sefal ScFviB4.66 (ScFv] Amoz 27.0 pg/g hojas Stoger?
para cancern, prometor muine de IgG:
antigeno CaMV 355 KDEL
cajcinoem-
briénice
Tratamiento Doble Lider © del TMV; 184.66 (IgG) Nicotiana 1.0 ug/g hojas Vaquero®
para cancer; pramaotor Peptido sefial tabacum
antigeno CaMVv 355 murnoc de 1gG;
carcineems- KDEL
bridnico
Tratamiento Promotor a-amilasa de anoz 38C13 (scFv) Nicotiana 30.0 ug/g hojas McCommick
para linforna subgenémico benthamiana
de célulos B; de la proteina
vacuna de de la cdpside
Idiotipos del TMV
Cancer de Promotar Péptido senal CO17-1A (IaG) Nicotlana No regishrado Verch?
colon; antigeno  subgendmico  muino de IgG; benthamiana
de supefficie Us de o KDEL
proteina
de la capside
del TMV
Hempes simplex  CaMV 358 Peptido senal de Anti-HSV-2 (IgG)  Soya No registrado Zeltin®

virnus 2

extensina de tabaco
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la desventaja de originar productos que no son exacta-
mente iguales a los de origen natural. Por ejemplo, las
proteinas que generalmente son glucosiladas (diversos

azticares unidos a la molécula) en seres humanos no son
glucosiladas por bacterias. Ademas, las proteinas
humanas que se expresan en altos niveles en Escherichia
coli adquieren con frecuencia una conformacién artifi-
cial y son mas propensas a precipitar en forma intracelular
debido principalmente a la carencia de puentes disulfuro
v aun plegamiento inadecuado.

La produccién de proteinas recombinantes en plantas
tiene muchas ventajas potenciales para generar com-
puestos farmacéuticos de importancia en medicina clinica
En primer lugar, los sistemas vegetales son mas eco-
nomicos que la infraestructura industrial utilizada en
sistemnas de fermentacidn o en bioreactores. En sequndo
lugar, ya esta disponible la tecnologia para cosechar y
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procesar plantas y sus productos a escala industrial. En
tercer lugar, el requisito de la purificacién del compuesto
puede ser eliminado cuando el tejido de la planta que
contiene la proteina recombinante se utiliza como alimento
(como en el caso de las vacunas comestibles, vease mas
adelante). En cuarto lugar, se puede dirigir a las proteinas
recombinantes a determinados compartimientos
intracelulares, o expresarlos directamente en esos
compartimientos (como por ejemplo el cloroplasto). En
quinto lugar, se puede producir la proteina recombinante
en plantas a escala industrial. Finalmente, los riesgos a
la salud que se presentan por posible contaminacion del
producto recombinante con patégenos humanos son
minimes. Hay dos éreas en donde esta tecnologia esta
teniendo un impacto importante: en la produccion de
anticuerpos v sus receptores y en la produccién de vacunas
comestibles,

Anticuerpos en plantas
tfransgenicas

Desde hace mas de diez anos, las plantas han demostrado
ser sistemas versatiles de produccién para muchas formas
de anticuerpos como lgG e IgA, 1gG/lgA quiméricos v
ofros. Las plantas tienen un gran potencial como fuente
virtualmente ilimitada de anticuerpos monoclonales
baratos (llamados ~planticuerpos ) para terapia humana
y animal (tabla 1)

La mayoria de los anticuerpos expresados hasta la
fecha han sido en tabaco, aunque también se han
utilizado papa, soya, alfalfa, arroz y trigo'®. La ventaja
principal de usar hojas (como en tabaco y alfalfa) para
producir el anticuerpo es su rendimiento. Tanto la alfalfa
como el tabaco pueden ser cosechados varias veces al
ano, con una produccion potencial de biomasa por ano
de 17 toneladas/ha v mayor que 50 toneladas/ha,
respectivamente. En contraste, la produccion maxima de
trigo, arroz o maiz dificilmente rebasa las 6 toneladas/ha
Otras ventajas del tabaco incluyen su facilidad para la
manipulacion genética, la produccién de un gran ntiimero
de semillas (hasta un millén por planta) v la imperiosa
necesidad de explorar otros usos para este cultivo.

Los anticuerpos producidos en plantas son bastante

estables tanto a temperatura ambiente®! como a 4°C. El
material vegetal que contiene al anticuerpo se puede
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Tabla 2. Proteinas con

en plantas transgénicas.

aplicaciones para vacunas humanas o animales expresadas

Crigen de la Proteina or Planta Nivel méximo  Integridad, inmuncgenicidad Reterencias
proteing y especie peplido de expresion v copocidad proteciora
blanco para la expresade registrodo en  de la vacuna
VaCUNG la planta
E. coll enterofoxi- Subunidad B Tabaco <0.01% PIS*  La proteina intacta foma Hog!!
genica de la toxina muitimeros v s inmunogénica
[para humano) sensible al calor por administracion oral
E. coll enferotoxi- Subunidad B Papa 0.19% P15 Actividad Inmunogénica, qu". Mmon“
génica de la foxina protectora y de union al Tacket®
(para humano) sensible ol calor receptor per administracion oral
E. coll enterotoxi- Subunidad B Maiz Mo registrado  Inmunogenica v protectora Streatfield®?
génlca de la foxing por adminisiacion oral
[para humano) sensible al color
Vibrio cholerce Subunidad B Papa 0.30% PTS La proteina intacta forma Arckawa?®™
[para humano) de |a foxina muttimeros, fiens actividad
sensible al calor de unidn al receplor y es

Inmunogenica y. protectora

por administrocion’ ol
Vinus de la Proteina superficial Tabaco =0.01% P15 Forma pariculas fipo virus y Mason'2,
hepatits B de la cublerta la proteina extraida es Thanavala'®
{para humano) Inmunogénica por

administracion por inyeccion
Vinus de la hepatitis B Proteina superficiol Fapa <0.01% PF® Inmunogeénica por Richter?s
(pora hurmano) de la cublerta administracion oral
Vinus de | hepdtits B Proteina superficial Lupino <0.01% PF Inmunogénica por Kapusta?!
|para humano) de la cublerta [Lupinus spp.) administracion oral
Vius'de la hepatitis B Proteina superficial Lechuga  <0.01% PF Inmunogénica por Kapusta?!
(para hurnana) de g cubiera administracién oral
Virus de Norwalk Froteina de Tebaco 0.23% PTS Formao particulas fipo vins; Mason'?
[para hurnano) la capside Inmunegenica por administracion oral
Virus de Nomwalk Proteina Papa 0.37% P15 Forma parficulas fipo vinus, Inmunc-  Mason'?,
[para humano) de la capside génica por administracion oral Tacket*
Virus de la rabla Glicoprateina Tomate 1,00% PTS Proteina Intacta McGanvey!?
[para humano)
Citormegalavirus Glicoproteina B Tabaco <0.02% PTS Proteing Inmunolégicamente Tackaberny?’
humano: (para humano) relacionada
Virus hemonagico VP60 Papa 0.30% PTS Inmunogénica y protectora Castanion?
de conejos por administracion per inyeccion
(para conejos)
Virus de fiebre VP Arabidopsis No regishado  Inmunogénica y protectoma Carrillo’®
aftosa (para por adminisiracion por Inyeccion
onimales de granja
y dormesticos)
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Tabla 2. Proteinas con aplicaciones para vacunas humanas o animales expresadas
en plantas transgénicas (continuacién).

Proteina o

Origen de la Planta Nivel mcwimo  Integridad, inmunogenicidad Referencias
proteing y especie peplido de expresion v copacidad protectorn

blanco pora la expresado registrado en  de la vacuna

vacuna la planta

Vius de fiebre VP1 Allalta No registrade  Inmunegénica y pratectora por Wigdorovitz'*
aftosa administracion por inyeccion

(para: animales de 0 por via oral

granja y domesticos)

Coronavirus Glicoproteina S Arabldopsis 0.06% PTS Inmunogénica y protectora por Gomez'’
fransmisible de la adminisiracion por inyeccion

gastroenteritis

(para cerdos)

Coronavirus Glicoproteina § Tabaco 0.20% P15 Proteina infacta e inmuncgénica Tuboly®
transmisible de la por adminisrocion por inyeccion

gastroenteritis

(para cerdos)

Coronavirus Glicoproteina § Maiz <0.01% PF Protectora: por administracion Streaffield™
fransmisicle de la por via aral

gasticenterifis

[pora cerdos)

almacenary la purificacién se puede realizar en una planta
de procesamiento que no necesita estar cerca del lugar
en donde estan las plantas v se puede utilizar todo el
ario. Hay muchos ejemplos de anticuerpos v sus receptores
producidos exitosamente en plantas (tabla 1), aunque
s6lo uno de éstos se ha probado en seres humanos: un
anticuerpo secretor quimeérico de lgG/lgA contra un
antigeno superficial de Streptococcus mutans, el agente
causal de la caries dental. Este anticuerpo producido en
tabaco fue aplicado tépicamente a los dientes de varios
voluntarios y se encontré que era tan eficaz como un IgG
producido en un hibridoma de ratén para prevenir la
recolonizacién de las encias por S. mutans®. Para dar
otro ejemplo, un anticuerpo contra el virus del herpes
(HSV) fue producido en soya y fue muy eficaz en la
prevencion de la infeccion vaginal por HSV en ratén® .

Un aspecto importante que se ha destacado de la
produccién de anticuerpos en plantas es el potencial bajo
costo de produccion. Hay pocos estudios de costos y por
eso las estimaciones disponibles implican muchas
suposiciones. El costo de producir IgG en alfalfa crecida
en un invernadero de 250 m? se estimé en 500-600
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dolares/q, comparados con 5000 délares/q para el mismo
anticuerpo pero producido por hibridomas (células
cancerosas en cultivo in vitro)®, Es indudable que los
niveles de expresién tendran un impacto significativo en
los costos, por ello en el nivel de expresién mas alto
registrado para un anticuerpo? (500 ug/g de hoja para
una [gA secretada’), el costo final se estimé muy por
debajo de 50 délares/g. Esto contrasta ostensiblemente
con los costos de anticuerpo purificado obtenido por
cultivo de células (1000 délares/g) o a partir de animales
transgenicos (100 délares/g). El componente més
importante del costo de los planticuerpos sera la
purificacion, La expresion en gémmenes de arroz y trigo®
abre la posibilidad de administracion oral de algunos
anticuerpos terapéuticos sin necesidad de purificacién
Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas, atin no se
produce ningtin anticuerpo en plantas en forma comercial.

Muches anticuerpos son sujetos a un proceso post-
traduccional de glucosilacién, que es critico para su
actividad, Sélo hay un estudio publicado en donde se
analiza la glucosilacién de un anticuerpo producido en
plantas con el producido en hibridomas de ratén®. Se
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encontré que los aziicares en el anticuerpo derivado de
plantas eran estructuralmente mas diversos, siendo el 40%
del tipo manosa. El otro 60% tenia enlaces tipo 8-(1.2)-
xilosa v B-(1,3)-fucosa. Estos enlaces son tipicos de plantas
pero no se encuentran en mamiferos. El écido sialico,
que representaba el ~10% del contenido de aztcar del
anticuerpo menoclonal de ratén, no se encontré en el
anticuerpo de plantas. Sin embargo, estas diferencias en
estructura parecen no tener ningtin efecto sobre la unién
al antigeno o sobre la afinidad in vitro®™* y pudieran,
igualmente, no ser importantes in vive. Un IgG producido
en alfalfa tuvo una vida media en suero en ratones Balb/c
similar a la de un anticuerpe producido en hibridomas®.

Aungue existe una cierta preocupacién por la inmu-
nogenicidad potencial v la capacidad alergénica de los
planticuerpos, es probable que éstos no presenten
problemas para la mayoria de la gente porque las
glucoproteinas de plantas son ubicuas en la dieta humana.
En este sentido, no hubo evidencia de reaccion alérgica
a un anticuerpo humano anti-ratén (HAMA) en 60
pacientes que recibieron la aplicacién oral topica de IgA
secretora especifica para S. mutans®.

Vacunas comestibles

La produccién de diversos antigenos en plantas trans-
génicas es un hecho demostrado desde hace anos™. El
interés para hacer estos experimentos fue que deter-
minadas proteinas inmunogénicas clave del patogeno se
podrian sintetizar en plantas y después usar el tejido ve-
getal como vacunas comestibles en seres humanos o en
animales. Se ha demostrado que esta idea es totalmente
viable usando diversas proteinas bacterianas y virales
(tabla 2).

Actualmente, la vacunacion en gran escala enfrenta
una serie de dificultades: por un lado los altos costos de
las vacunas y por el otro el riesgo de que la distribucién
en lugares remotos y de dificil acceso no sea adecuada.
La mayoria de las vacunas disponibles se aplican por via
parenteral (inyecciones). La Organizacién Mundial dela
Salud ha recomendado en diversas ocasiones buscar
alternativas para sustituir a las inyecciones, debidoa que
se ha encontrado en algunos paises que hasta un 30% de
las inyecciones se realizan con jeringas no estériles.
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Considerando el grave problema del SIDA, este hecho es
de gran relevancia. La aplicacion de vacunas via oral es
una muy buena alternativa para las vacunas via paren-
teral, en gran parte por razones de bajo costo v facil
administracién. Asimismo, con las vacunas orales se in-
crementa la probabilidad de adquirir inmunidad en mu-
cosas conira los agentes infecciosos que entran al cuerpo
a través de una superficie mucosal.

Una preocupacién importante con las vacunas orales
es la degradacién de los antigenos en el estémago e
intestino antes de que puedan inducir una respuesta
inmune. Para protegerlos de la degradacién se han
desarrollado varios métodos. Entre éstos se encuentran
el uso de cepas recombinantes de microorganismos
atenuados (v. gr. Salmonella), de vehiculos de bioen-
capsulacién, tales como liposomas, v finalmente las
plantas transgénicas. En los primeros trabajos con vacunas
derivadas de plantas se utilizaron el tabaco y la papa'**.
En teoria, la especie ideal para expresar los antigenos
deberia consumirse en fresco v tener altos niveles de
proteina soluble; en este sentido, frutos como el platano
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y el jitomate o, alternativamente, los cereales, son sistemas
convenientes para este fin.

Algunos ejemplos que ilustran la variedad de antigenos
expresados en plantas transgénicas se dan en la tabla 2.
Los antigenos derivados de plantas han inducido respuestas
inmunes a nivel de mucosas v de suero cuando han sido
administrados tanto con inyecciones como por via oral
en animales de laboratorio y, en varios experimentos, los
han protegido contra el patégeno'''*'?, De la misma
manera, se han realizado exitosamente varias pruebas
clinicas con voluntarios humanos en las cuales los antige-
nos consumidos por via oral en tejido vegetal fueron ca-
paces de inducir una respuesta inmune significativa®2*,

Por esta razon se considera que las vacunas preparadas
en plantas tienen un gran potencial. La bioencapsulacién
de la subunidad B de la toxina labil de Escherichia coli
en maiz fransgénico indujo una fuerte respuesta inmune
en ratones, en comparacién con la alcanzada con el
antigeno desnudo que fue mas débil®, Probablemente,
esto se debi6 a que el antigeno estaba protegido contra
la degradacién en el intestino.

La cantidad de tejido vegetal que constituya una dosis
de vacuna debe ser pequena. Por ello, es muy importante
alcanzar altos niveles de expresién del antigeno en el tejido
vegetal. Se han utilizado diferentes estrategias para
aumentar los niveles de expresion de los transgenes; por
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ejemplo, utilizando diversas senales de regulacién de la
expresién genética®, asi como optimizando el uso del
codones'*##, | os niveles de expresion se podrian también
elevar a través de cruzas de lineas transformadas con
lineas establecidas y bien caracterizadas, estrategia que
se ha aplicado con éxito para aumentar la produccién de
proteina total en maiz. Es también importante que cual-
quier antigeno esté presente en su forma nativa en el
tejido vegetal. Esto normalmente se evalta examinando
el tamario de la proteina sintetizada, su capacidad de
formar las estructuras adecuadas (por ejemplo, particulas
tipo virus) v, cuando sea relevante, su actividad enzimatica
o de unién a un receptor!1314192435 | 5 estabilidad de las
proteinas heterdlogas y el ensamblaje de estructuras
multiméricas dependen en buena medida de la
localizacion subcelular. Hasta ahora, los principales
lugares en donde se han expresado antigenos son la
superficie celular, el reticulo endoplasmico v el aparato
de Golgi''*+<7, Estos sitios han permitido la produccion
de antigenos funcionales; sin embargo, hay sugerencias
para probar otros compartimientos celulares, como por
ejemplo el cloroplasto.

Una estrategia relacionada con la de vacunas comes-
tibles utiliza a plantas transgénicas que expresan
autoantigenos, por lo que una dosis oral de un auto-
antigeno puede inhibir el desarrollo de una enfermedad
autoinmune a través del mecanismo de tolerancia. Este
enfoque ha sido utilizado exitosamente en un modelo de
diabetes en ratén®.
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Actualmente en nuestro laboratorio de la Unidad
Irapuato se trabaja en la produccién de plantas trans-
génicas, principalmente de platano y jitomate, que
contengan diversos antigenos con la idea de generar
vacunas comestibles. Los antigenos con los que se frabaja
van desde diversos epitopos de Plasmodium falciparum,
hasta antigenos de rotavirus, hepatitis B, HIV-SIDA y
algunos antigenos de cancer. Sin embargo, a diferencia
de otros grupos que también trabajan en esta érea, en el
laboratorio se intenta inducir una respuesta inmune de
tipo celular; especificamente, se utilizan como coadyu-
vantes moléculas de citocinas v quimiocinas que induzcan
de preferencia interferén y. Esta estrategia ya ha sido
utilizada anteriormente®*, aunque no con plantas ni por
via oral, sino por via parenteral. De esta manera, nosotros
esperamos no solamente inducir una respuesta inmune,
sino que queremos influir en el tipo de respuesta. En los
trabajos publicados, por lo regular se ha inducido una
respuesta inmune de tipo hormonal, que no siempre es la
mas efectiva contra infecciones parasitarias o virales.
Nosotros intentamos generar la respuesta adecuada para
este tipo de infecciones.

Niveles de expresion de
compuestos biofarmaceuticos

En general, los niveles de expresién de las proteinas con
aplicacién farmacéutica producidas en plantas
transgénicas han sido menoral 1% de la proteina soluble
total (tabla 3). Este limite del 1% es muy importante
para una posible aplicacién comercial, si es que |a proteina
se debe purificar’!. El antigeno de superficie del virus de
la hepatitis-B indujo solamente una respuesta de bajo
nivel en anticuerpos séricos en un estudio en voluntarios
humanos, lo que refleja probablemente el bajo nivel de
la expresién (1-5 ng/g de peso fresco) en lechuga
transgénica®!, A pesar de mejoras recientes en niveles de
expresién en papa con vistas a ensayos clinicos®, los
niveles de expresion se deben aumentar ain mas para
propésitos practicos. Aunque la proteina de la capside
del virus Norwalk expresada en papa indujo inmunizacién
cuando se consumié por via oral, los niveles de la ex-
presién son demasiado bajos para la administracién oral
en gran escala (0.37% de proteina soluble total'*#), La
expresion de los genes que codificaban para ofras proteinas
hurnanas en plantas transgénicas ha sido muy baja:
albtimina humana del suero, 0.020% PTS; proteina

humana C, 0,001% PTS; eritropoietina ~0.003% PTS;
e interferon humano-f, < 0,001% PTS (tabla 2). A pesar
de varios reportes sobre altos niveles de expresién, hay
una necesidad imperiosa de encontrar mecanismos para
aumentar los niveles de la expresién de las proteinas
heterélogas para permitir su produccién comercial en
plantas.

Perspectivas

Antes de cualquier aplicacién en gran escala, los
compuestos farmacéuticos derivados de plantas deberén
cumplir con los mismos estandares de seguridad y
funcionamiento que son requeridos en otros sistemas de
produccion. Sin embargo, muchas medicinas tradicionales
estan ahora exentas de tal escrutinio y no se les exige
cumplir con esos estandares debido a su clasificacion
como suplementos alimenticios. Debido a las diversas
preocupaciones sobre organismos genéticamente mani-
pulados que han sido expresadas por grupos ecologistas
que confunden a la opinién publica, es de la mayor
importancia que existan normas para regular a este tipo
de organismos. Es importante distinguir entre las preo-
cupaciones pblicas verdaderas v las percibidas (cientificas
contra no-cientificas). Si los compuestos farmacéuticos
derivados de plantas son potencialmente daninos, capaces
de persistir en el ambiente y se pueden acumular en
organismos no-blanco, entonces deben tomarse las
medidas adecuadas.
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Tabla 3. Produccién de profeinas de importancia en la salud humana producidas en
plantas transgénicas.

Aplicacién o indicacién potencial  Planta Proteina Niveles de expression Referancias
Proteinas Humanas
Anticoagulante Tabaco Proteina C Humana <0.01% PTS® Cramer®
Inhibidor de trombina Canola Hinuding humana 0.30% proteina de las semillas Cramer®
(Brassica napus)
Neutropenia Tabaco Factor GM-CS No registrado Giddings®®
humano
Hormona de crecimiento labaco somatetroping 7.00% PT1S Staub
Homnona de crecimiento Tabaco Expresion nuclear <0.01% PTS Stau®
Anemia Tabaco Erfropoleting <0.01% PTS Kusnaai!
humana
Anfihiperanalgésico Arabidopsis Encefalina humana 0.10% proteina de las semilios Kusnadi®!
Reparacion de heridas Tabaco Factor de crecimiento <0.01% PTS Cramer
y control de pioliferacion celular epidérmico humano
Tratamiento para la hepatifis Cy B Amoz. Nabo Interferdon-f hurmano No registrado Cramer®
(Brassica rapa)
Tratamiento para la hepatitis Cy 8 Tabaco interferén-p humano <0.01% peso fresco Kusnadi™
Cirosls hepatica, Taboco Sero alburming 0.02% PTS Kusnadp!
Quemaduras, cirugia humana
Susfituto de la sangre Tabaco Hemoglobina 0.05% proteina de las semillos  Cramer®®
o i humana
Coladgena Tabaco Colagena <0.01% peso fresco Rugglero*'
homotrimerica
humahna
Flbrosis quistica, enfermedodes Arnoz a-1-anfitripsing No registrado Giddings™
hepaficas y hemonagla humana
Inhibidor de fipsina para ciugia Maoiz Aprefinina: humana No registrado Giddings®®
de fraspiantes
Artimicroblanc Papa Lactoferina humana 0.10% P1S Chong*
Proteinas no humanas
Hipertension Tabaco, tomate  Enzima converidom No reglstrado Giddings™®
de angiotensing
Terapias HIV-SIDA Nicotiana o- Ticosanting de 2.00% P13 Giddings*
bethamiona TMV-U1 Proteina de la
capside subgenomica
Enfermedad de Gaucher Tabaco Glucocerebrosidosa 1.00-10.00% P15 Cramenr®
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Un tépico de discusiéon muy importante ha sido la
dispersién del polen transgénico a hierbas o a especies
relacionadas®. Actualmente se estan investigando varios
métodos para contener a los transgenes, incluyendo apo-
mixis, genomas incompatibles, control de la latencia del
germen, genes suicidas, barreras de infertilidad, esterilidad
masculina v herencia materna. En el caso de México, al
trabajar en platano se reducen los posibles riesgos dado
que el platano es una especie estéril que no produce polen;
ademnéds, como el platano es originario de Asia, no tiene
parientes cercanos en México.

Hay también preocupacién por la expresién de
determinadas proteinas en polen transgénico. Por ejemplo,
la observacién del efecto toxico del polen de maiz
transgénico conteniendo la proteina cristal de Bacillus
thuringiensis (Bt) en las larvas de la mariposa monarca
tuvieron un impacto significativo en la opinién ptiblica,
aunque la validez de este estudio se ha cuestionado en
varias ocasiones v los mismos autores hayan establecido
que los resultados no son confiables. Otra preocupacién
ptblica es la presencia de genes de resistencia a
antibiéticos o sus productos (que se utilizan como mar-
cadores de seleccion) en partes comestibles de cultivos
genéticamente modificados. Sin embargo, existen ahora
varias alternativas para generar plantas con transgenes
en sus nucleos® o en los cloroplastos® sin el uso de
antibiéticos.

Por todo lo anterior, queda claro el enorme potencial
que tiene esta tecnologia para producir compuestos de
interés farmacéutico y vacunas. Para seleccionar el cultivo
adecuado para la produccién sera necesario considerar
diversos factores como niveles de produccién, condiciones
de almacenamiento, costos de establecimiento vy ope-
racion, estrategias de purificacion, tamano del mercado,
preocupaciones ambientales, opinién publica y tecnologfas
alternativas. @
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Introduccion

La condensacién quimica de un acido con una amina
resulta en la formacién de una amida. El grupo funcional
amida es ubicuo; se encuentra en todos los organismos
vivos constituyendo las uniones peptidicas, esto es, en la
unién entre los aminoacidos para la formacién de la
estructura primaria de las proteinas, base funcional de la
vida como la conocemos hasta ahora’ .

Las amidas como productos naturales, por otra parte,
no son tan abundantes. Un ejemplo interesante de este
grupo de compuestos es el de las alquilamidas o alcamidas
que comprenden un grupo de aproximadamente 70
estructuras conocidas v distribuidas a lo largo del reino
vegetal. Desde el punto de vista biogénico, las alcamidas
representan una clase distinta de productos naturales que
se forma al combinar dos diferentes rutas metabélicas.
Estan constituidas por la unién de un acido graso, de
longitud de cadena de mediana a larga que puede ser de
ocho a dieciocho carbonos generalmente alifatica o li-
neal, unida a una amina proveniente de alatin aminoacido
por descarboxilacién al momento de condensacion.
Dependiendo del ntimero de enlaces o ligaduras dobles
que presenten, las alcamidas se han dividido en dos grupos
principales: alcamidas olefinicas, que tienen sélo dobles
ligaduras, v alcamidas acetilénicas, con al menos una
triple ligadura?, v las que presentan anillos homo o
heterociclicos que se observan principalmente en la fa-
milia Piperaceae®. Las alcamidas alifaticas son las mas
importantes para el metabolismo secundario y de aquellas
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utilizadas mayoritariamente por el hombre. Las alcamidas
son consideradas como compuestos bioactives, esto es,
una pequena cantidad de estos compuestos presenta una
respuesta notable en las células receptoras. Se ma-
nifiestan en unos cuantoes grupos de plantas, de los cuales
los mas importantes estan presentes: en las familias
Asteraceae (anteriormente Compuestas), y Solanaceae
(familia de las papa), mas especificamente en las especies
de Capsicum (chiles) v en la familia Piperaceae (familia
de la pimienta). Cada una de ellas tiene caracteristicas
individuales pero es interesante que sus moléculas
bioactivas presentan estructuras quimicas relacionadas.
Las alcamidas alifaticas han demostrado su eficacia como
compuestos medicinales, saborizantes e incluso en con-
trol biolégico, por lo que son un grupo de metabolitos de
gran interés actual,

Para ilustrar lo anterior describiremos brevemente
algunos ejemplos que a nuestro juicio son los mas
importantes de especies productoras de alcamidas. Se
hara énfasis en la situacién actual de dichas especies asi
como su capacidad de produccién de alcamidas y en
algunos avances que hemos obtenido en el Laboratorio
de Fitobioguimica de la Unidad Irapuato del Cinvestav
sobre el conocimiento de estos compuestos.

378

Heliopsis longipes

Como chilcuague se conoce a las raices de la planta cuyo
nombre boténico es Heliopsis longipes. Es un recurso de
uso medicinal y culinario en Guanajuato. En la medicina
popular se utiliza como analgésico vy anestésico local y
como antibidtice para infecciones de los aparatos
respiratorio v digestivo. También se utiliza para condi-
mentar salsa, frijoles, nopales y otros platillos de la regién.
Esta planta acumula una gran cantidad de alcamidas
olefinicas en las raices, crece en forma silvestre y fambién
se cultiva de manera rudimentaria.

Esta especie tiene una larga tradicion en la herbolaria
indigena que se puede apreciar por su nombre de origen
nahuatl: chilmecatl (de chili, chile v mecatl, mecate,
aludiendo a las raices filiformes v al sabor picante de
éstas) v chilcuague o chilcuan (chile de vibora). Esta
especie fue la primera donde se caracterizé la presencia
de una alcamida olefinica. Se estudiaron raices de
especimenes colectados en México, pero no se incluyeron
partes aéreas. Por error se consideré que se frataba de
Erigeon affinis, por lo que la amida fue denominada
afinina. Mas tarde se aclard esta confusion, pero el nombre
de la amida ya se habia aceptado. La afinina es la
alcamida responsable de los principales efectos biolégicos
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observados en esta raiz, entre los que se pueden considerar
la actividad anestésica local, saborizante, insecticida y
bactericida®.

Para conocer las aplicaciones como saborizante del
chilcuague es necesario recurrir a la zona de cultivo, esto
es, a los municipios v poblados vecinos a la Siema Gorda
en el norte del estado de Guanajuato. Las principales
comunidades consumidoras son: Xich, Victoria, Doctor
Mora y San Luis de la Paz. En estas poblaciones se
encuentran las raices de chilcuague frescas, en manojos
de poco mas de 50g. Se localizan en los puestos de venta
de verduras. En la cocina se utiliza en la preparacién de
salsa picante acompanando al chile, donde lo com-
plementa y resalta su sabor. En las cantinas de la regién
es frecuente encontrar que se agregan unas “varitas" de
las raices de chilcuague al aguardiente para hacer méas
suave su paso por la garganta® dandole, seqiin la opinién
de gente local, la calidad del cognac.

Ofras actividades biolagicas que se han atribuido al
chilcuague son: actividad antiviral, en el fratamiento de
las aftas bucales y de algunas variedades de herpes;
actividad fungicida, en el tratamiento de pie de atleta;
actividad molusquicida y en el tratamiento de algunos
parasitos intestinales. Esta rafz ha mostrado ser sumamente
versatil en sus aplicaciones pues ademas se ha utilizado
para abrir el apetito a los pequenios, para cuajar quesos y
evitar su descomposicién, para cemar llagas dificiles v
hasta para librar de la rabia a humanos. Todas estas
aplicaciones se comentan en la regién donde existe
abundancia de la raiz. Entre las anécdotas interesantes,
se cuenta que durante la Revolucién Mexicana a los
reclusos se les hacia llegar la raiz por sus familiares, y los
presos que la ingerfan en cantidades considerables
mostraban un incremento en la temperatura corporal,
sudacién profusa, salivacién y taquicardia. Cuando el
preso era llevado a tratamiento médico éste aprovechaba
para escaparse. Se sabe que el exceso de afinina en ratas
produce este tipo de sintomas y, si la dosis no es letal, el
organismo se recupera totalmente después de algunos
minutos®. Fuera de unos cuantos trabajos, hay poca
informacion cientifica sobre la actividad biologica de la
planta y su endemismo. Esto, y la falta de planes de
conservacion y propagacién, ha llevado a un punto critico
a esta centenaria especie provocado una disminucion
considerable en su poblacién.

Por sus propiedades insecticidas, durante la sequnda
guerra mundial esta especie se llevé casi a la extincién

Avance y Perspectiva vol. 20

por satisfacer la demanda de exportacién requerida para
mantener libre de parasitos a las tropas norteamericanas
en su intervencién en Europa. Al observar esta dismi-
nucion, el departamento de agricultura de ese pais decidio

hacer una exploracién en su territorio, en biisqueda de
otra especie del mismo género con metabolitos similares
a la afinina. Se encontré una amida alifatica acetilénica,
compuesto con actividad insecticida que se denoming
escabrina por haberse aislado de Heliopsis scabra.
Lamentablemente este compuesto resulté ser altamente
toxico para mamiferos en ensayos con ratones de
laboratorio. La estructura de la escabrina nunca fue
totalmente establecida v los especimenes botanicos
clasificados como H. scabra han sido reubicados en
diferentes especies, de donde hasta la fecha no se ha
vuelto a aislar el compuesto.

Desde entonces se ha puesto poca atencion a esta

especie. En algiin momento se cultivé v se difundié a
casi todos los mercados de yerbas medicinales en el pais
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en forma de pequenios manojos de aproximadamente
cinco gramos, bajo el nombre de raiz azteca o peritre
para aliviar el dolor de muelas. La presentacion en todos
los puntos de venta es similar. Un pequerio manojo
amarrado que provenia, segun los vendedores, de San
Luis Potosi, aunque algunas otras fuentes afirman que
fue cultivado sin mucho éxito econémico en el estado de
Querétaro. La colecta de material silvestre continay en
la actualidad existen algunos esfuerzos por parte de
productores en la Sierra Gorda por recuperar fan preciado
material antes de su riesgosa desaparicion. Ahora el cultivo
se lleva a cabo en forma rudimentaria a [as orillas de las
parcelas o ala sombra de algunos arboles que la protegen
del pastoreo. Las personas que lo cultivan observan que,
de la propagacion por esqueje al desarrollo total de las
raices franscurren dos anos, sequramente debido a las
condiciones tan pobres del suelo v a la carencia de riego.
Algunos datos revelan que las plantas cultivadas en
diferentes terrenos presentan la misma cantidad y patrén
de alcamidas que las plantas colectadas en campo, lo
que sugiere que la produccién de estos compuestos en
esta especie, a diferencia de ofras, no esta supeditada a
factores ambientales.

En ensayos preliminares de los compuestos bicactivos
de la raiz se ha observado una importante accién
inhibitoria de las alcamidas del chilcuague sobre el
desarrollo de cultivos in vitre de Escherichia coli,
Pseudomonas solanacearum, Bacillus subtillis y Sacharo-
muces cerevisiae* y algunos hongos fitopatégenos como
Sclerotium cepiverum, Sclerotium rolfssi v Fusarium
oxysporum. Actualmente se realizan estudios de inhibicién
en Erwinia carotovora, Rizhoctonia solanii, Phytophthora
infestans, Botritis sinerea y Verticillum sp.

Otros trabajos en desamrollo en el laboratorio incluyen
modificaciones quimicas de la estructura de las alcamidas
presentes en el chilcuague para conocer su actividad
biolégica, la ruta de biosintesis de dichas alcamidasy la
sistemnatica molecular de las plantas productoras de
alcamidas.

El estudio biolégico v la exploracién quimica de otras
especies del género Heliopsis son necesarios para conocer
si existe una relacion quimiotaxonémica, esto es, si es
caracteristica del género la presencia o qué variantes se
observan, asi como el estudio de los requerimientos
ecolagicos de cada especie. Este tipo de estudios debe
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acompanarse con estudios taxonomicos con marcadores
moleculares, pues el género no ha sido completamente
estudiado. Hasta ahora se ha observado que quizas diez
o mas de las catorce especies de este género existen
solamente en territorio mexicano y no todas ellas estéan
totalmente tipificadas.

Acmella radicans

Otro género de importancia en la sintesis de alcamidas
es Acmella. Desaforfunadamente se ha dado un cambio
reciente en la taxonomia de las especies constituyentes
de este género. Algunas especies fueron consideradas
inicialmente en el género Spilanthes, pero recientemente
se reubicaron en el género Acmella, por lo que la cantidad
actual de especies de Acmella es de cerca de 30y quedan
atin seis especies dentro del mencionado género Spilanthes.
Esto ha dificultado su estudio y la organizacién de la
informacién generada. Se complica suanalisis dado que
son especies frecuentemente pantropicales, o sea que se
encuentran en todas |as regiones tropicales del mundo,
por lo que pueden presentar una gran variabilidad. Se
ha registrado la presencia de alcamidas en varios géneros
de Acmella y frecuentemente se les ha dado aplicacién
en la herbolaria, sobre todo como anestésicos en los
dolores de muela.

Recientemente, en nuestro laboratorio se ha iniciado
el estudio de Acmella radicans que al igual que Heliopsis
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longipes, produce alcamidas incluyendo la mencionada
afinina. La cantidad de alcamidas es menor a la

encontrada en el chilcuague, pero es del mismo orden
que en ofras plantas productoras de alcamidas como
Echinacea purpurea v Achillea millefolium v presenta la
ventaja de tener un crecimiento réapido vy de facil
propagacion. Esta planta esta presente desde nuestras
latitudes hasta Colombia en Sudamérica por lo que es
una especie tropical de amplia distribucién. Las alcamidas
se presentan en partes aéreas, pero principalmente en los
tallos y en las cabezas florales. El crecimiento rapido de
esta especie puede ser de utilidad para los estudios de la
sintesis de alcamidas y puede ser una alternativa
interesante para algunas aplicaciones de alcamidas en
gran escala, como el tratamiento de material agricola.
Estas aplicaciones estan en proceso de estudio,

Echinacea purpurea

En las grandes praderas del este del territorio
norteamericano crece un género de plantas primas del
chilcuague conocidas como coneflower, que bota-
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nicamente se han clasificado como Echinacea porque su
flor madura recuerda a los erizos. Se ha sugerido que
este género ha sido utilizado tradicionalmente por las tribus
némadas que habitan esas praderas. El género es
endémico a esta region v la especie E. purpurea fue
incorporada a la agricultura inicialmente corno flor de
corte pero hace varios anos ha existido una demanda
importante por sus raices v follaje en Europa, principal-
mente por parte de Alemania que la incluye en las hierbas
con aplicaciones farmacologicas.

Estudios de mercado recientes han mostrado que son
las especies vegetales medicinales méas vendidas en todo
el mundo, superando a plantas tan conocidas como el
gingsen o la sabila. Son utilizadas para curar desde los
resfriados hasta la baja de defensas contra las
enfermedades. Debido a su bella flor, grande y purptirea,
es utilizada también como planta ormamental en muchos
jardines norteamericanos, De las varias especies de
Echinacea las tres mas populares son E. purpurea,
E. angustifolia y E. pallida. La mas cultivada y comer-
cializada es laespecie E. purpurea de la que se utilizan
las raices, cabezuelas florales y partes aéreas con lo que
se fabrican capsulas, exfractos, tintes v tés.
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Como ya se menciond, esta planta se ha incorporado
a la agricultura v tiene un lugar en la floricultura para uso
omamental tanto como flor cortada como en jardineria.
En el comercio de hierbas medicinales se le considera
como complemento alimentario o botanicals, de acuerdo
a la clasificacién de la Federal Drugs Administration (FDA)
de los EUA. El mundo no deja de ser mundo y el precio
que se paga por la misma especie colectada en forma
furtiva es diez veces mayor’. En la actualidad han surgido
ofros paises productores agricolas de esta planta, entre
los que destacan Canada y Australia,

Reciente investigacion y numerosas publicaciones no
cientificas han sugerido que la mayor de las ventajas
medicinales de la planta es su eficacia en estimular el
sistema inmune contra infecciones por virus, hongos, v
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bacterias. Se argumenta con pocas bases cientificas que
las caracteristicas terapéuticas de Echinacea se derivan
principalmente de sus tres ingredientes activos: dos
equinocosidos, el polisacarido heteroxilan que se
encuentra en las hojas y las alcamidas olefinicas que se
localizan en toda la planta. En almacenaje las alcamidas
se mantienen por mas tiempo en las raices. Las pre-
paraciones curativas hechas de las hojas, de las flores, y
de las raices de las plantas se comercializan como una
ayuda en la lucha del cuerpo contra infecciones esti-
mulando las membranas mucosas, el higado, v los nodos
linfaticos.

En diferentes fuentes de informacion comercial se
presenta como un remedio natural recomendado para
combatir la sinusitis, la garganta dolorida, la tos, los
problemas de la vejiga v las infecciones del rinén. Se
sugiere que Echinacea también tiene caracteristicas
cicatrizantes y antibicticas. Su potencial terapéutico tiene
todavia que ser sometido a estudio experimental.

Las alcamidas presentes en el género Echinacea son
de cadena larga C:16 y C:18 polinsaturadas en posicién
par y con uniones acetilénicas similares a las registradas
para la misteriosa Heliopsis scabra y su inaceptable
escabrina. Comparativamente, H. longipes produce de
tres a cinco veces mayor cantidad de alcamidas que E.
purpurea.

Achillea millefolium

Ofro grupo de plantas con compuestos de este tipo en la
familia Asteraceae comprende el género Achillea. Se dice
que Aquiles sanaba las heridas de sus guerreros en las
batallas con emplastos de hojas de estas plantas y de ahf
se le dio el nombre a este género. Achillea millefolium es
una planta perenne nativa de Eurasia, actualmente
distribuida por todo el mundo. Hay también especies
americanas nativas (que pueden ser idénticas) conocidas
como Achillea lanulosa.

La especie A. millefolium es la més conocida v
comercializada y se encuentra en areas herbosas y cam-
pos abiertos, a lo largo de lineas de las cercas, bordes de
la carretera y a veces en céspedes. A. millefolium es
también una hierba tradicional de las mujeres, usada para
facilitar la menstruacién. Para el uso medicinal, se cosecha
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la parte aérea de la planta cuando estad en flor o se
cosechan las hojas poco antes de la floracién, que es el
periodo de tiempo en que su efecto es mas eficaz. Las
flores tienen una accion mas potente que las hojas, Se
han atribuido a esta especie propiedades astringentes,
antisépticas, cicafrizantes, antiinflamatorias y anestésicas.
Su infusién es antipirética que reduce la fiebre, tiene un
saboramargo v estimula la digestion. La ciencia modema
haidentificado decenas de compuestos biolégicos activos
en esta planta, entre los que destacan varias alcamidas
olefinicas y acetilénicas. A. millefolium fambién se ha
aprovechado como saborizante. Ademas de consumirse
como bebida, |a planta se ha empleado para condimentar
la cerveza, el vino y ofras bebidas suaves. Tanto las hojas
como las flores se pueden utilizar como condimento, dando
estas Ultimas un sazén mas fuerte. Las hojas se utilizan
en ensaladas. En los Estados Unidos el uso de A
millefolium en productos comerciales esta restringido
solamente a condimentacién por su listado oficial del
FDA. Cuando los animales comen A. millefolium ingieren
solamente las flores, que curiosamenite es el sitio donde
hay mas alcamidas. A. millefolium es indeseable en pastos
porgue transfiere su sabor amargo a la leche.

Todas las especies anteriormente referidas (H. longipes,
E. purpurea, A. radicans v A. millefolium) se agrupan
dentro de la gran familia de plantas Asteraceae. Es esta
familia la que presenta el mayor nimero de especies
conocidas como productoras de alcamidas, pero por
limitaciones de espacio no las mencionaremos en este
trabajo. Sin embargo, existen otras familias con especies
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productoras de estas amidas como Aristolochiaceae,
Menispermacea, Rutaceae, Solanaceae y Piperaceae.
Todas estas familias presentan una o algunas especies
productoras de alcamidas; para propésito del presente
articulo mencionaremos las especies Zanthoxylum
Piperifum, Capsicum annum v Piper nigrum.

Zanthoxylum piperifum

La familia Rutaceae incluye a los citricos v el género Zar-
thoxylum esta ampliamente distribuido en Asia, Africa y
Ameérica; consiste de arboles y arbustos generalmente con
espinas. Una de las primeras amidas aisladas fue la
sanshoamida obtenida de los frutos de Zanthoxylum
piperitum. A sus alcamidas se le identificaron propiedades
insecticidas v antibacterianas. Ademas de las isobu-
tilamidas insaturadas, se observaron alcamidas hidroxi-
ladas caracteristicas de este género. Se presenta en raci-
mos de pequenos frutos por lo que se ha llamade pimienta
japonesa por el sabor picante de sus amidas

En un estudio de especies africanas las amidas aisladas
de Zanthoxylum gilletii se encontraron efectivas contra el
paludismo, Sus frutos se conocen como Budo-Zanthoxy-
lum en Japén o como pimienta china, v su nombre en
japonés es zansho; ademas de tener actividad saborizante,
cuenta con actividad bactericida que puede ser itil para
conservar los alimentos poco cocinados que tanto agradan
a los japoneses. En un trabajo reciente se observo que la
sensacion de cosquilleo de estas amidas en la boca se
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debe al estimulo de fibras nerviosas sensibles al frio que
causan la sensacién de frescura, a diferencia de la
sensacién producida por la capsaicina que se mencionara
a continuacion.

Capsicum annum

La familia Solanaceae comprende a los parientes de la
papa. Es una de las familias que ha sido mas dtil a la
humanidad; incluye papa, tomate, jitomate, chile yaun
algunas muy venenosas como toloache v tabaco, En esta
importante familia, con 450 géneros aproximadamente,
s6lo un género contiene alcamidas, el género Capsicum
que incluye a todos los chiles en trece especies.

De las especies de este género tres se explotan a nivel
comercial en lo que conocemos como variedades del chile
originarias de Meso y Sudamérica; todas las especies del
género presentan propiedades organolépticas, similares
en diferente grado, y estan contenidas exclusivamente en
sus frutos. Su compuesto bioactivo méas importante es
la alcamida capsaicina que es realmente una alguena-
mida. Curiosamente, al alterar su cadena alifatica por
hidrogenacién no cambia su poder bioactivo, Su estructura
tiene algunas similaridades con la afinina encontrada en
casi todas las especies con alcamidas. La diferencia mas
importante en sus estructuras es, por un lado, en
capsaicina, la presencia de un anillo aromético que la
hace mas picosa; pero por ofro lado la capsaicina carece
de una doble ligadura conjugada al carbonilo de las
alcamidas del chilcuague que la hace bactericida, fungicida
e insecticida.

El chile es el saborizante mas importante en la
actualidad v contiene un grupo de compuestos guimicos
estructuralmente parecidos a la capsaicina denominados
capsaicinoides. Las evidencias mas antiguas de su
consumo por el ser humano se remontan a 7,000 anos
a.C, v se localizaron en dos zonas pertenecientes a los
actuales estados de Tamaulipas y Puebla en la Republica
Mexicana. De acuerdo con la antigiiedad del hallazgo, el
chile podria ser el primer cultivo humano en Mesoamérica.

Hoy en dia, se utiliza también en aplicaciones
farmacéuticas como parches y pomadas anestésicas o
antinflamatorias. Sus consumidores han adjudicado a
este fruto propiedades disimbolas que incluyen hasta la
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prevenci6n de un infarto. Por ofra parte, es sabido que la
ingestién de chile produce alteraciones en el tracto
digestivoy en el proceso de digestion®.

Los compuestos de chile se utilizan también en la
preparacion de gases lacrimégenos para defensa personal,
aunque esto no es una novedad. Ya se tenia noticia que
los nativos en México, durante la invasitn de los espanoles,
los mantenian a raya quemando chiles y dejando que el
viento se llevara el humo en cortina contra los invasores.
Esta estrategia militar se puede considerar como una de
las primeras que involucran principios biotecnolégicos en
el combate.

Eluso tradicional de la oleoresina de Capsicum se da
en la industria de los saborizantes a nivel intemnacional, y
en la preparacién de salsas picantes. En forma mas
reducida se agrega en pequenas cantidades a pastas
dentales, enjuagues bucales, dulces y chicles a base de
menta v canela, para resaltar el sabor y ofrecer una
sensacion refrescante. En Europa, el sabor de las bebidas
gaseosas de jengibre es reforzado con pequernias cantidades
de esta oleoresina. Los dulces tipicamente mexicanos,
como son los tamarindos enchilades v otros de reciente
auge, se preparan principalmente por la adicién de chile
en polvo. Lademanda de productos con sabor picante
en nuestro pais ha hecho que se importe la oleoresina,
que aumenta la sensacién picante, ahora llamada
pungencia, de las salsas picantes comerciales. Se men-
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cionan casos de fratamiento de frutos con esta oleoresina
para realzar su sabor. Desafortunadamente la principal
produccién de la oleoresina de Capsicum se realiza en
cultivos de Africa.

Piper nigrum

El caso de la familia Piperaceae comprende arboles
pequenos, arbustos, trepadoras y epifitas tropicales. Es
una familia tropical que habita basicamente en selvas
hiimedas en ambos hemisferios. Consta de 5 géneros y el
principal es Piper. Algunos autores reconocen en este
género a cerca de 2,000 especies. Otros autores aceptan
s6lo cuatro géneros, porlas diferencias en la inflorescencia,
reduciendo a 700 las especies de Piper. Esta familia
pantropical también tiene la capacidad de sintetizar
alcamidas. Por su uso desde tiempos remotos en el viejo
mundo, Piper nigrum (pimienta negra) ha sido tradicio-
nalmente la especia mas consumida por la humanidad,
motor de la actividad comercial v uno de los motivos del
descubrimiento de una nueva ruta a las Indias al concluir
la edad media. Es una planta perenne originaria del
sudoeste de la India, la costa de Malabar v hoy en dia es
cultivada en la India, Indonesia, Malasia, Sri Lanka y
Brasil.

La pimienta negra es, probablemente, la especia que
mas influencia ha tenido sobre la historia de la humanidad
y en particular sobre las naciones del viejo mundo, Este
condimento esta constituido por los frutos maduros secos
de la especie Piper nigrum v es la forma mas difundida
de consumo. Ladenominada pimienta blanca se obtiene
de estos mismos frutos. Estos se dejan madurar por mayor
tiempo en el racimo y posteriormente se remojan en agua
para retirarles la cubierta negra y obtener asi una semilla
de apariencia mas blanca. Este tratamiento modifica en
cierta forma su sabor y ofrece una presentacion distinta
de la especia. De difusion mas restringida, una variedad
de la misma especia, la pimienta verde frecuentemente
se presenta en forma de salmuera o seca.

Aungue ofras especies de Piper se distribuyen en los
trépicos, muy pocas han sido estudiadas en sus com-
ponentes quimicos. En las regiones tropicales de México
se consume la hoja santa o acuyo (Piper auritum) por el
aroma anisado y el sabor picante de sus hojas. P amalago
se exporta de México a Brasil v se utiliza para aliviar el
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dolor de pecho y como agente antinflamatorio. En
Polinesia, en forma de bebida ritual, se consume
tradicionalmente la planta denominada Kava-kava (Piper
methysticum), La bebida se obtiene al premasticar la
raiz y dejar fermentar el producto; se utiliza en ceremonias
religiosas de las comunidades de estas islas, Se argumenta
que su consumo reduce la tensién emocional y actia en
forma similar al Valium sin privar al consumidor del estado
de alerta.

La pimienta negra emigré de la India hace mas de
4,000 anos y se ha considerado una de las especias més
preciadas. En la era clasica griega y durante el imperio
romano se utilizé por su valor para el pago de tributos y
como materia de contrabando.

La piperina es la principal alcamida presente en Piper
nigrum v aunque estd acompanada de otres muchos
alcaloides, también se observan isobutilamidas con
isomerfa distinta a la afinina. Las alcamidas presentes
en los frutos son las principales responsables del sabor
picante de la pimienta, aunque también caracterizan su
sabor la gran variedad de estructuras amidas v el notable
surtido de alcaloides. El aceite clarificado de pimienta,
de presentacion comercial, contiene 55% de piperina.

La piperamida también fue la primera alcamida
aislada del género Piper v se encontré que es un depresor
del sistema nervioso, antipirético, analgésico y antiinfla-
matorio. Hasta la fecha se han registrado cerca de 150
amidas en este género con muy diversas estructuras de
acuerdo a Parmary colaboradores?.

Consideraciones finales

Después de la conquista de América por los espanioles se
cret una confusién entre las especies de Capsicum y Piper.
Por una parte en el idioma inglés se usa indistintamente
la palabra pepper para las dos especies y en Espana se
utiliza el nombre de pimientas para las diferentes especies
yvariedades de Capsicum. En México se llama pimiento
morén o pimiento verde a los frutos de las variedades
dulees, sin sabor picante, gue se utilizan como verdura.
La paprika se ha consagrado en Hungrfa. En Sudamérica
se conoce popularmente como aji, pero aparentemente
los frutos mis picosos en este género se obtienen hoy en
dia de cultivos naturalizados en Africa central. Cabe
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mencionar que también los turcos, después de incorporarlo
a sus cultivos, lo comercializaron en Europa, conociéndose
entonces al chile como pimienta turca: paprika es un
apécope de peper turka.

Una estructura molecular como la de la afinina, nos
permite también elucubrar sobre las similitudes de la
capsaicina y su probable interaccién con sus receptores;
la presencia del grupo bencilamina sustituido, que daun
potente sabor picante a la capsaicinge, es mas reducido
en estas alcamidas. Por ofra parte la capsaicina carece
de la doble ligadura trans conjugada a la amida por lo
gue no presenta actividad insecticida observada en las
amidas de las Asteraceas. El potencial de un saborizante
de este tipo en la industria alimentaria puede ser inte-
resante.

A. radicans, E. purpurea y A. millefolium tienen
algunas diferencias importantes con el chilcuague.
Contienen alcamidas no sélo en la raiz sino también en
las hojas v tallos, aungue en cantidades menores. El
chilcuague contiene cinco a cien veces mas alcamidas
olefinicas que las especies mencionadas.

Muchas veces las diferencias entre alimento, medicina
Y veneno son una cuestion de dosificacion. Las plantas
con alcamidas se deben tratar con respeto v utilizar
escasamente. El uso extendido o excesivo, interno o
externo, es probable causa de algunos males. Las perso-
nas que presentan erupciones en la piel al manejar alqunas
plantas pueden ser alérgicas a las alcamidas.

386

En México existe una cantidad considerable de
especies con alcamidas que no han sido estudiadas desde
el punto de vista fitoquimico. La megadiversidad existente
en este pafs ha puesto en nuestras manos importantes
recursos, originalmente endémicos, como son algunas de
las especies arriba mencionadas. Es necesaria la
exploracion y el analisis de estos recursos para su cono-
cimiento. Existen pocos grupos de estudio en este campo;
su intercomunicacién favoreceria la sinergia de sus
actividades. Se hace una invitacién a los estudiantes de
las areas quimico-biolégicas y humanitarias a que se
aboquen a la proteccién y el estudio de los recursos que
forman parte del acervo del conocimiento tradicional
indigena de nuestro pueblo.
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Generalidades

La red macromolecular mas importante en las células
eucarioticas es el citoesqueleto, que permite llevara cabo
una gran variedad de movimientos coordinados v dinigiclos.
Se dice que el crecimiento y desamrollo de todas las células
de las plantas depende de un citoesqueleto integralmente
funcional. Hasta el momento no se conocen todos sus
componentes v no se tiene un panorama completo de su
arquitectura v funcionamiento. El citoesquelto de las
plantas ha sido menos estudiado que el de celulas
animales y en muchos casos se ha asumido que su
organizacion y funcionamiento es similar al de células
animales. Por ofra parte, en el citoesqueleto de plantas
se han desarrollado funciones distintas de las de animales
como se senala adelante.

Las células de las plantas responden a una gran
variedad de estimulos intemos y externos con rapidos y
espectaculares rearreglos en el citoplasma. Esta plasticidad
del citoplasma se debe a la presencia de un citoesqueleto
dinamico constituido por tres principales familias de
proteinas que al polimerizar forman redes de filamentos
interconectadoes: los microfilamentos (MF) con un
diametro de 7-9 nanémetros (nm), los microtibulos (MT)
con diametro de 25 nmy los filamentos intermedios (FI)
con diametro de 10-15 nm. Se dice que los Fl son los
mas rigidos v sugieren una funcién mas estructural que
de movimiento, mientras que loes MT y los MF tienen
ambas funciones estructurales y muy dinamicas.
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Lared de los MF esta constituida por polimeros de la
actina; esta es una proteina muy conservada con
actividad de ATPasa, predominantermnente citoplasmatica
de estructura globular (acida) que existe como menémero
(G-actina) v en forma de filamento (F-actina). Cada
subunidad une un ATP vy un catién divalente (Mg+2),
con un PM aproximado de 43 kDa. En condiciones
fisiologicas la actina polimeriza en filamentos largos v a
baja concentracion de sales es estable como G-actina o
durante la interaccién con proteinas como profilina,
timosina o DNAsa [. La longitud de los filamentos de
actina esta controlada por proteinas que se unen a los
extremos del filamento de actina, extremo (+) o de rapido
crecimiento, el cual es estabilizado por proteinas tipo
CapZ. El extremo (=) o de crecimiento lento esta esta-
bilizado por proteinas como la tropomodulina. Existen
toxinas que estabilizan los MF como la faloidina o que la
despolimerizan como la citocalasina B y proteinas que
rompen los MF como la gelsolina, la severina o la cofilina.
La polaridad de los filamentos de actina es una propiedad
fundamental para la interaccién actina-miosina que es
la principal proteina motora responsable de conducir la
mayorfa de los movimientos dependientes de F-actina
(MF), como en la translocacién de vesiculas, en las
comientes citoplasmaticas y en la separacion de las células
hijas en la citocinesis.

La red de MT esta formada por polimeros del
heterodimero de a-y f-tubulina, ambas proteinas
globulares acidas, con un PM aproximado de 55 kDa.
La tubulina pertenece a una familia de proteinas muy
conservada, con actividad de GTPasa, El ensamble de
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los microtabulos involucra tres pasos: primero la formacién
de protofilamentes, a partir de a-y B-heferodimero de
tubulina, enseguida la asociacién de protofilamentos para
formar el tabulo y finalmente la adicién de dimeros de
tubulina para alargar el MT en el extremo (-+), mientras
en el extremo (-) se favorece la despolimerizacién. Las
drogas antimitéticas especificas que desestabilizan los MT
son taxol, colchicina y vinblastina. Las proteinas asociadas
a microtabulos (MAPs) estabilizan v protejen la
despolimerizacién de los MT, Estas MAPs de ensamble
pueden organizar cables de MT, entrecruzarlos con la mem-
brana plasmatica v con los filamentos intermedios (FI).
El ensamble y desensamble de los MT dependen de la
concentracion critica (Ce) de los dimeros de a-y f-tubulina.
Las proteinas motoras que utilizan los MT como rieles
para ejecutar las distintas funciones en que participan
son las ATPasas kinesina y dineina; la primera fransporta
vesfculas principalmente hacia la membrana plasmética
(+) en el transporte anterogrado v los cromosomas en
husos mitéticos que se dirigen hacia el polo (-) y la dineina
que acarrea vesiculas citosélicas que se dirigen hacia el
interior en el transporte refrograde o interacciona con los
cinetocoros, durante la mitosis v la meiosis hacia el polo,
extremo (-) del MT del uso mitético.

Finalmente, los filamentos intermedios (FI) estan
constituidos por cuatro diferentes clases de proteinas de
distinto PM que se etiquetan segtin las proteinas que los
constituyan. Entre éstos estan las laminas que se
encuentran en el ntcleo de todas las células v en el
citoplasma estéan los filamentos de keratina, de vimentina
o los neurofilamentos. Estos cuatro grupos de filamentos
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intermedios se encuentran en diferentes tipos de células
animales y tienen en comtin una regién intermedia con-
servada, en forma de bastén de aproximadamente 300
aminoécidos, con una estructura de alfa hélice abierta,
flanqueada por dominios globulares divergentes, en cada
extremo de la molécula. En plantas existe poca
informacién sobre las ldminas nucleares, que son poli-
meros de subunidades diméricas que forman estructuras
reticulares y no se ha caracterizado la presencia de los
otros fres tipos de filamentos intermedios en el citoplasma
de células vegetales.

Mitosis y citocinesis

El citoesqueleto tiene un papel fundamental en la mito-
sis, que es la etapa del ciclo celular en donde los
cromosomas duplicados se separan fisicamente y forman
dos nuevos niiclecs, y en la citocinesis durante la particién
de una célula en dos. Ambos procesos son llevados a
cabo por elementos del citoesqueleto y existen diferencias
importantes entre células animales v de plantas. En la
figura 1A se muestra un esquema de la mitosis y la divisién
celular en plantas y s6lo se destacan las fases de la mito-
sis y de la citocinesis que son diferentes con respecto a
las de células animales. En el panel 1B se muestran
micrografias inmunofluorescentes que identifican el
rearreglo de MT durante la mitosis en interfase, profase,
metafase y telofase sin llegar a la citocinesis, que
corroboran el esquema mostrado en A.

(1) Lapared celular le imprime rigidez a las células de
plantas. La célula vegetal no sufre cambios dramaticos
de forma durante los procesos de mitosis v citocinesis.
En la interfase existen arreglos de los microttibulos v los
microfilamentos que participan en la orientacion v
expansion celular que se encuentran rodeando a la célula
en la regién cortical (adyacente a la membrana plas-
matica). También existen arreglos de MT que radian del
niicleo hacia el citoplasma y que participan junto con los
MF en distintos fenémenos de motilidad celular intra-
citoplédsmica.

(2) El huso mitstico de plantas y animales se organiza
diferente. Las plantas no tienen centrosomas y tampoco
centriolos. En plantas la estructura del huso mitético
consiste de cientos de microtibulos y de proteinas que se
asocian a éstos. (i) En la profase los cromosomas se
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Microtibulos
carticales

Inferfase Profase Metafse Telofise

Figura 1. Mitosis y cltocinesis en celulas de planfas superiores,
[A) Posos del ensamble de los husos mitdticos en plantas
superiores. (1) Celulo en Inferfase. Los microtibulos (MT) se
encuenfran en dos ameglos, los coricales en la parte Intema
de la membrana plasmidtica y los MT gue salen de la envoltura
nuclear, (2) Profase. Los MT se juntan formando la banda de la
preprofase en el plano donde se formara o nueva pared
celular, (3) Metalase. La banda de o preprotase se plerde, los
MT torman completamente los husos mitdticos, los cro-
mosomas se alinean en la placa ecualotial del huso mitdtico.
(4) Divisién celular (cifocinesis), Una vez que pasa la anafase
separando los cromosomas hacla los pows v los polos se
separan, empleza la telofase, Se reforma lo envoltura nuclear,
se rompen los husas mitdticos y se forma el frogmoplosto y de
agul la nueva pared celular crece hasta encontrar el resto de
la pared celular parental, que es el st donde se formd la
banda de preprofase. Se reforman los rearreglos de MT
corticales y MT nucleares. (B) Micrografias inmunofiucrescentes
que |dentifican el rearregio de MT durante Ia mitosis, an:
interfose, profase metafase y telofase sin llegar a la citocinesls,

condensan, los “husos mitéticos de la profase” se
organizan y pasan alrededor del nticleo, siendo ésta otra
caracteristica de la mitosis de plantas. Por otra parte, los
microfiibulos y los microfilamentos se juntan hasta formar
“la banda de la preprofase”. Esta banda marca el sitio
donde ocurrira la préxima divisién celular. En la figura 1
la cabeza de flecha senala la banda de la preprofase. En
la prometafase desaparece |la banda de la preprofase, la
envoltura nuclear se rompe, maduran los cinetocoros de
los cromosomas, los husos midticos capturan los
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cromosomas que se van hacia el huso del ecuador. Se
empiezan a organizar husos mitéticos polares, que difieren
en la organizacién de los husos mitéticos de los centro-
somas en animales. (ii) En la metafase, se forma com-
pletamente el uso mitético y el huso o placa ecuatorial.
Aparentemente se forman varios polos mitéticos (figura
1Ay 1B marcados con * en metafase) que corresponden
con el nimero de cromosomas. Esto por el momento es
una especulacién, basada en las tincionces por
inmunofluorescencia con antitubulina (figura 1B *meta-
fase). Posteriormente en anafase, los cromosomas se
dirigen a los polos, donde éstos se separan. (iii) En la
telofase, la envoltura nuclear se reforma, se descondensan
los cromosomas, el huso mitético se rompe y se forma el
fragmoplasto,

(3) Citocinesis. El organelo citocinético en las plantas
es el fragmoplasto. Este organelo esta formado de vesiculas
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de la interzona originarias del aparato de Golgi que viajan
a través de los MT y que serdn las membranas plasmaticas
delas células hijas. Las vesiculas contienen polisacéridos,
precursores de celulosa y pectina, que se encuentran
orientadas perpendicularmente para formar la pared
celular. Por ofra parte tambien se acumula ME miosina,
MT y algin tipo de kinesina, como la TRRP125, que fue
la primera proteina motor tipo kinesina aislada de
fragmoplasto de tabaco. Posteriormente los MT corticales
y los MF corticales regresan a su posicion submembranal.
Es posible que los filamentos intermedios también
reaparezcan, como se observa en la inmunodeteccién con
antikeratina animal vy que se detectan durante todo el
ciclo celular (figura 4), pero ain faltan muchos estudios
sobre la caracterizacion de Fl en plantas.

La organizacion de los filamentos de actina (MF) du-
rante la mitosis no esta tan definida como ocurre conlos
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(D)

con falclding flucrescente; toxinag que 3 asy
relojada de MF gue marca el nuevo sitio de division
celula por la parte supernor e Inferiorn, En ofra ¢
filamenitos de actina se perdieron de o banda o
que estén en ofro plano focal,

elular (s

en el frcgmoprcsm de células vivas de
estambres. (A-J) Lo "l.IDUlrI"K'J IIL.LJres«r.enh—.- Harmir

media (C-E). Se omervo corm L
hasta alcanzar las paredes por all=t:
banda chscura al ecuader significa que los MT n presentes
en toda la region, (K-V) Los MF marcados con frlludurm
flucresceinada se reciutan en el fragmoplasto | }
Les MF no forman estructuras anulares tan carocieristicas
los MT y fienden a permanecer en la nueva placa c
banda negra del ecuador indica que los MF no o
ecuador mienfras gque los MT si (C-E]
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secilicamente a MR (A) v (B) Prefase; Se forma ung banda (preprofase) fransversal
alodo con cabezas de flecha). Las imagenes. rmuestran las mis

(B) metalase; E] anofase, y F) telofase en el plano me
lo profase fardia como o sefalan |as flechas, aungue &

MT. Enla figura 2 se muestra una secuencia de micrografias
durante la mitosis en células vivas de los pelos de los
estambres microinyectados con faloidina fluorescente. Esta
toxina se une especificamente a MF v no a G-actina.
Durante la profase (figura 2A v 2B) se forma una banda
(preprofase) transversal relajada de MF que marca el nuevo
sitio de division celular (sefialado con cabezas de flecha),
pero siguen grandes acimulos de MF en la regién corti-
cal. Las imagenes muestran las misma célula por la parte
superior e inferior. En otra célula en profase los filamentos
de actina se perdieron de la banda de la preprofase en la
profase tardia, figura 2C, como lo senalan las flechas,
aungtie es posible que estén en ofro plano focal ya que
son células vivas. Durante la metafase, la anafase y la
telofase en el plano medio, los MF aparecen en grandes
actimulos de racimos v es dificil de identificar su
organizacion (figuras 2D-2F); sélo en la telofase (2F) se
observa una gran cantidad de MF corticales.

Formacion del fragmoplasto en
celulas vivas

El estudio comparativo de |a distribucion de los MT y.de
los MF durante la formacién del fragmoplasto de células
vivas de los pelos de los estambres se muestran en la
figura 3. La tubulina fluorescente ilumina el fragmoplasto
conforme se condensa fuera del huso mitético de la zona
media como se observa en los paneles (3A-3J). En los
paneles 3C-3E se observa al fragmoplasto como una
estructura anular, que crece hasta alcanzar las paredes
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Figura 4. Micrografias fiuorescentes de células de la punta de
la raiz de tigo, tefidas con anti-kerating (flamento intemmedia
de célulos animales), El anticuerpo reconocit proteinas fibrosas
a todo lo largo de ciclo celular. Los aregies tenidos 58 parecen
a los de microftibulos como también ocurre en celulas
animales. (A, B) Células en interfase que detecton amegios
filamentosas corticales parecidos a MT. (C.D) Profase: Se fine la
banda de preprofase en la perferia celulor y en la region polar
del nicleo en (D). Ambas reglones son ficas en MT. (EF) Células
en division con un patran parecido al de MT en metafase y en
el fregmoplasto respectivamente.

parentales. La ausencia de una banda obscura al ecuador
significa que los MT estan presentes en toda la region.

Los MF marcados con faloidina fluoresceinada se
reclutan en el fragmoplasto junto con los MT (paneles
3K-3V). Los MF no forman estructuras anulares tan
caracteristicas como los MT y tienden a permanecer en
la nueva placa celular. La banda negra del ecuador in-
dica que los MF no atraviesan el ecuador, como es el
caso de los MT (C-E).

Por otra parte, se observé que los anticuerpos contra
keratinas de animales, reconocen a proteinas en la region
cortical de las células de raiz de trigo. Esta organizacion
de “posibles FI tipo keratina de plantas” se detectan du-
rante todas la etapas del ciclo celular como se observa
en la figura 4 (4A-4F). Durante la telofase (4F) el
fragmoplasto presenta una distribucién de “posibles FI”
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muy parecida la de los MT (Figura 3F). Estos anticuerpos
antikeratina reconocen a estructuras fibrosas cuya
distribucién se parece a la de los MTs, como se ha descrito
que ocurre en algunas células animales. No es de extraniar
que los Fl pudieran colocalizar con los MTs por entre-
cruzamiento por MAPS de ensamble que son capaces de
entrecruzar proteinas del citoesqueleto de Fl con MTs
corticales en células animales.

Conclusiones

Es evidente que el conocimiento sobre el citoesqueleto
de plantas es muy preliminar; afortunadamente hay
bastante informacién en células animales sobre sus
componentes, organizacion, regulacién, funcionamiento
y genética. Sin embargo, este conocimiento atn esta lejos
de ser integral. También es cierto que con las nuevas
herramientas de genémica, proteémica, bioinformatica
y la asociacion funcienal de todos estos datos se impulsara
vertiginosamente el entendimiento de qué es y cémo
funciona el citoesquelto en plantas. @

Notas

1. B. B. Buchanan, W. Grissem y R.L. Jones, Biochem-
istry and molecular biology of plants (American Society
of Plant Physiology, Rockville, Maryland, 2000).

2. H. Lodish, A. Berk, S. L. Zipurski, P Matsudaira, D.
Baltimore v J. Darnell, Molecular Cell Biology.

3. 0. J. Rando, K. Zhao y G,R. Crabtree, Trends in Cell
Biol. 10, 92 (2000).
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La biotecnologia ofrece herramientas para el desamrollo
sostenible de la agricultura cuando se integra debidamente
con ofras tecnologias para la produccién de alimentos y
productos agricolas, contribuyendo en gran medida a
satisfacer en el nuevo milenio las necesidades de una
poblacién en crecimiento. La biotecnologia puede ser
definida como el uso integrado de bioquimica, micro-
biologia, genetica molecular y procesos tecnolégicos, v
desarrollada por microorganismos, genes, células y tejidos
de organismos supe-riores para obtener un beneficio’.

La FAQ® reconoce que la biotecniologia agricola puede
contribuir a elevar la produccién en este sector. Las
principales técnicas de la agro-biotecnologia incluyen
fermentacion, cultivo de tejidos, procesos enzimaticos,
produccién de anticuerpos, técnicas donde se emplean
marcadores moleculares v la aplicacién de inoculantes
biolégicos. De acuerdo a esto tiltimo, el uso de inoculantes
incluye la seleccién y multiplicacién de microorganismos
benéficos para las plantas, tanto de aquellos que protegen
a la planta contra el ataque de patégenos, plagas v
malezas, como de aquellos que le proporcionan nutri-
mentos,

Biocontrol

Los microorganismos con etecto benéfico en la planta
pueden tener un potencial considerable como agentes de
biocontrol v biofertilizantes. Se distinguen tres grandes
grupos: (a) microorganismos fijadores de nitrégeno, (b)
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hongos micorrizicos, (c) bacterias promotoras del
crecimiento de plantas. Este tltimo grupo de bacterias es
conocido como PGPR (premeting growth plant
rhizebacteria) y fue definido per Kloepper® como bacterias
habitantes de la raiz que estimulan significativamente el
crecimiento de plantas. En afos recientes se ha caido en
cierta confroversia, ya que no se sabe hasta qué punto se
puede considerar a una rizobacteria como PGPR, porlo
que se han establecido cuatro caracteristicas que definen
este grupo:

{a) Que no requieran de la invasién intema de tejidos
en plantas, como ocurre en hongos miconizicos con la
formacién de arblsculos o nédulos en el caso de Rhizo-
bium,

(b) Que tengan una elevada densidad poblacional en
la rizésfera después de su inoculacién, va que una
poblacion que declina rapidamente tiene una baja
capacidad competitiva con la microflora nativa del suelo.

(¢) Que presenten capacidad de colonizacién efectiva
en la superficie de la raiz y, como consecuencia, puedan

influir positivamente en el crecimiento de la planta.

(d) Que no produzcan darno en el hombre ni a ofros
Microorganismos.
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En cuanto al efecto positivo sebre el crecimiento de
las plantas, las PGPR pueden actuar de manera indirecta
o directa®;

Mecanismos indirectos: los metabolitos producidos por
las PGPR pueden funcionar como determinantes anta-
gdnicos, involucran aspectos de control biolégico, suprimen
o inhiben el crecimiento de microorganismos perjudiciales
para el desarrollo de la planta, via produccién de side-
réforos, antibidticos, accion de enzimas liticas (glucana-
sas, quitinasas) o induccién de mecanismos de resistencia.

Mecanismos directos: ocurren cuando los metabolitos
producidos por algunas cepas de rizobacterias son
utilizados como reguladores de crecimiento o precursores
de éstos por parte de la planta.

La conjuncién de ambos mecanismos de accién ha
dado como resultado la promocion evidente del creci-
miento en plantas; se ha observado un incremento enla
emergencia, el vigor v el peso de plantulas, un mayor
desarrollo en sistemnas radiculares y un incremento hasta
de 30% en la produccién de cultivos de interés comercial,
tales como papa, rabano, jitomate, trigo y soya®.

La mayoria de las investigaciones realizadas en este
ambito se han enfocado a la elucidacién de mecanismos
involucrados en el control biologico y relativamente poco
en el conocimiento relacionado con la promocién directa.
Esto ha dado pauta para realizar estudios que consideren
principalmente la densidad del in6culo, fisiologia de la
cepa promotora, temperatura, propiedades del suelo,
cultivo y genotipo de la planta; el objetivo es entender de
manera clara los mecanismos de promocion de creci-
miento de plantas inducido por cepas PGPR, con el
propdsito de aislar v seleccionar nuevas cepas que
representen una fuente exitosa de inoculantes bioldgicos
en la agricultura; asi como en la elaboracion de productos
comerciales.

Cabe mencionar que en la actualidad el uso de
microorganismos representa solo el 1.4% (380 millones
de ddlares) del mercado global para el control de plagas
y enfermedades. Los productos generados a partir de
Bacillus thuringiensis para el control de plagas son los
mas abundantes en el mercado. Una de las causas de su
éxito es su facilidad para formularse, a diferencia de los
biofungicidas donde el producto requiere del manejo del
microorganismo vivo para tener un efecto benéfico®.
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Lo anterior muestra que este tipe de productos no
estd bien establecido en la agricultura comercial en el
ambito mundial y mucho menos en México. Para que
un microorganismo antagénico se pueda utilizar en el
desarrollo comercial de un biofungicida se deben cumplir
con los siguientes criterios: (1) efectiva supresion del
patégeno antes de que cause un importante dano eco-
nomico; (2) consistencia en los resultados en condiciones
de campo; (3) adaptacién a un sistema de manejo
integrado para el control de plagas v enfermedades; (4)
precio competitivo con ofras medidas de combate; (5)
compatibilidad con otros tratamientos para el control de
otras plagas o enfermedades; (6) adaptacion al uso
cotidiano de las préacticas agricolas; (7) inocuidad a otras
especies, al hombre y al ambiente.

Biofungicidas en cultivo de
PapPa

Para llegar a tener un biofungicida con estas caracteristicas
es fundamental entender la interaccién entre el patégeno
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y el organismo antagénico. Teniendo esto presente, en el
Laboratario de Bioquimica Ecolégica del Departamento
de Biotecnologia v Bioquimica de la Unidad Irapuato del
Cinvestav se desanollé un biofungicida en contra de
Rhizoctonia solani. El desarrollo de este producto involucrd
convencer a los productores de papa que el uso de
microorganismos era una buena alternativa. Pero, épor
qué con los productores de papa? Uno de los resultados
del tratado de libre comercio de América del Norte, entre
México, los Estados Unidos y Canada, indica que los
productores de los dos dltimos pafses citados podran
comercializar su produccion de papa en México en los
proximos anos; este hecho podria ser intrascendente,
pero la realidad es que podria traer también consecuencias
economicas graves a los productores mexicanos y a la
region donde se siembra esta hortaliza. Al menos en la
region de el Bajio, los agricultores invierten $85,000 pe-
sos por hectérea mientras que nuestros vecinos del norte
gastan aproximadamente $30,000. Una de las razones
de los altos costos de produccion en el Bajio es que dentro
de su sisterna de produccién tienen que utilizar una gran
cantidad de productos quimicos de importacién para el
control de plagas y enfermedades, v en muchas ocasiones
son poco efectivos,

Con esos antecedentes, se comenzo a trabajar en el
aislamiento de uno de los hongos que mayor importancia
tienen para este cultivo: Rizhoctoniasolani. En principio
se encontré una gran diversidad de cepas del hongo, lo
que nos hizo comprender porqué los productos quimicos
no siempre eran efectivos.

Como era fundamental conocer al enemigo a vencer,
se realizo el estudio del comportamiento en suelo de las
diferentes cepas de hongos. Al mismo tiempo se aislaron
los organismos antagénicos de este patdgeno, De unos
30 aislados bacterianos que tenfan capacidad antagdnica
in vitro, se selecciond une que podia inhibir el desarrollo
de los diferentes tipos de rizhoctonias. Es reconocide que
muchos organismos son capaces de antagonizar a otro
en medios de cultivo bacterianos pero cuando se prueban
en suelo esta capacidad no se expresa. Por ello el siguiente
paso fue realizar los ensayos en invernadero con suelos
contaminados con este hongo; los resultados mostraron
una reduccién significativa de la enfermedad. Ensayos
adicionales en laboratorio permitieron identificar que esta
bacteria era capaz de inhibir a practicamente todos los
grupos de anastomosis de Rizhoctonia solani, algunas
cepas de Fusarium sp, v de Phytophthora infestans. Esto



representa una ventaja, como lo ha sugerido Lark?, y es
posible utilizarla en el manejo integrado de plagas v
enfermedades.

Convencidos que tenia buena perspectiva,
identificamos esta bacteria v comenzamos a realizar
estudios fisiolégicos para optimizar sus condiciones de
crecimiento, en medios de cultivo baratos v sin menoscabo
de su actividad antagénica; estos requisitos son funda-
mentales para su aplicacién a nivel industrial, Los
resultados indicaron que se trataba de un Bacillus subtilis
(bacteria esporulada), la cual denominamos BEB-8bs,
con capacidad para crecer en medios muy simples y
baratos.

Continuamos estudiando a la bacteria; para los
siguientes anos se sabia que su actividad antagénica era
debida a tres péptidos que se producian a finales de la
fase de crecimiento exponencial. Asimismo, se reconocit
que la estabilidad de su capacidad antagénica era de
maés de 6 meses sin refrigeracion, lo que era mas atractivo
para su comercializacién pues indicaba una vida de
anaquel larga, comparada con otros productos existentes
en el mercado intermacional

Prueba critica

Con los avances logrados, la prueba critica era ante los
productores; para esto, algunos agricultores interesados
prestaron sus campos para probar el producto. Lo ibana
comparar con ofro producto biolégico que existe en el
mercado y con los agroguimicos que ellos utilizan. Al
final del primer ensayo el producto fue muy recomendable,
se habia logrado controlar la enfermedad v los rendi-

mientos eran muy superiores; adicionalmente, se obtenian
papas de mejor calidad, lo que repercute en el precio, No
obstante esos resultados, se repitieron en varios ciclos de
cultivo v en otros sitios como Jalisco v Sinaloa donde la
incidencia de la enfermedad es alta; los resultados fueron
similares, la bacteria si funcionaba en campo, v en muchas
de las ocasiones se incrementaron los rendimientos hasta
en 10 ton por hectéarea.

Con el entusiasmo que caracteriza a los estudiantes
de la Unidad Irapuato, Gil Virgen (estudiante de
doctorado) mostré parte de los resultados en campo a
unos empresarios (LAPISA) que recién habian abierto
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en su compania la division agricola y querian introducir
productos biolégicos. Ya interesados, comenzaron las
preguntas: ¢cudl es la dosis?, écomo se aplica? y équé
implementos agricolas se requieren? Respuestas que no

teniamos. Por lo que regresamos al laboratorio y al campo
para tratar de responder a esos cuestionamientos. Al cabo
de un ano se sabia que se requeria un litro por hectarea
de una suspensién bacteriana de al menos 10° ufc por
ml v que se podian aplicar con una aspersora sobre la
semilla y el surco, al momento de la siembra. A raiz de
esos ensayos, en uno de los terrenos no se presentd la
enfermedad, pero para nuestra sorpresa las plantas a las
que se les habia adicionado el B. subtillis produjeron mas
Kg por hectarea y las papas fueron de mejor calidad.
Estabamos ante una bacteria promotora de crecimiento
que tiene como mecanismos de promocién la inhibicién
de patégenos y la estimulacion directa del crecimiento de
las plantas.

Regresamos a LAPISA, que cabe aclarar es una
compania que cuenta con reconocimiento de calidad
internacional 1SO 9002, lo que podria asegurar que se
comprometia a llevar un proceso control de calidad. Sin
una orientacion adecuada por parte nuestra, comenzaron
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las negociaciones hasta llegar a un acuerdo. La siguiente
etapa iba a correr por cuenta de ellos, un andlisis de
mercado y los aspectos de comercializacién. Luego
vendria la presentacién del producto, donde nosotros
deberfamos informar sobre los detalles técnicos. Segiin
los principios de la mercadotecnia, se requeria un producto
atractivo en su envase para los consumidores y que lleve
informacidn técnica sencilla que refleje las bondades del
producto.

Probacil

Después de reunimos en varias ocasiones se llegé a definir
que por cuestiones mercantiles deberfa tener color v
consistencia atractivos. Ensayamos diferentes colores v
dispersantes que no inhibieran a la bacteria ni su poder
antagénico hasta llegar a convencer al departamento de
comercializacién. Mientras tanto, el departamento que
se encarga del registro de los productes llegé a la
conclusién que el nombre mas adecuado, pues no existia
alguno parecido en el mercado, era Probacil.

Ya en el mercado, otro problema fuerte que se tuvo
que resolver fue la densidad del microorganismo, debido
aque en el mercado existe un producto donde su etiqueta
marca una concentracion de 10°ufe pormly el Probacil
llevaba 107 ufc por ml, suficientes para dar excelentes
resultados en el campo, pero que desde el punto de vista
mercantil daba una desventaja comercial al Probacil.
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Una fase que realizé integramente LAPISA fue el registro
del producto ante la CICOPLASFEST de la Secretaria de
Agricultura y Ganaderia (SAGAR); este organismo es el
encargado de verificar el impacto toxicolégico,
ecotoxicologico v la eficacia biolégica de todos los
insumos agricolas. Se tuvo que regresar al campo y cumplir
con sus requisitos, finalmente se otorgo el registro al
Probacil y en septiembre del 2000 se lanzé al mercado.

Resumiendo, el Probacil es un producto biolégico
que ofrece ciertas ventajas:

* Permite un control prolengado de enfermedades del
suelo producidas por Rhizoctonia v Fusarium

* Promueve el desarrollo radicular y vegetativo que se
refleja en incrementos en produccion,

* Es de aplicacion sencilla v versatil, en semilla,
planteros, fondo del surco y riego por goteo.

* |a cepa posee una alta adaptacién a diferentes
condiciones de pH, temperatura y humedad,

* Es un producto organico natural, no téxico v su uso
no implica riesgo alguno para la salud v el medio
ambiente.

Las promesas de la biotecnologia agricola residen en

aumentar la productividad y reducir costos, generar
innovaciones, mejoras en los alimentos v conducir a
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practicas agricolas mas ecolégicas; contribuir, en suma,
a la agricultura sustentable que utiliza los recursos con
respeto al ambiente y sin comprometer a las generaciones

futuras. @
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El problema de la diversidad

Hay quien piensa en el planeta Tierra como en un
superorganismo (Gaia) y el suelo seria algo asf como su
piel. La piel de un organismo es un organo complejo, v el
suelo también lo es. El nombre “suela” se derivé de la
palabra latina solum, la cual significa piso o superficie.
En Agronomfa se define al stielo como la mezcla compleja
de minerales, gases, liquidos, materia orgénica y orga-
nismos vives que sustentan el crecimiento vegetal (figura
1). Los principales constituyentes minerales del suelo son
arena, limo y arcilla (definidos segtin el tamano de sus
particulas, de mayor a menor dimensién). Entre mas
pequenas sean las particulas minerales del suelo, tendran
una proporcién érea/volumen mayor y seran mas reactivas
porque es sobre la superficie donde se adsorbe el agua y
los nutrimentos y se llevan a cabo las reacciones quimicas
para la vida en el suelo. En un suelo fértil “ideal”
aproximadamente el cincuenta porciento del espacio es
poroso: la mitad esté ocupada por gases v la otra mitad
por liquides. Las interfaces sélido-liquido y liquido-gas
son los sitios donde preferentemente viven los micro-
organismos (figura 2); se abre la posibilidad de formar
gradientes de nutrimentos, gases y pH en apenas
volimenes microscopicos, ya sea al interior de microporos
colonizados o entre microporos contiguos; asf se forman
innumerables microambientes que ofrecen distintos nichos
ecol6gicos. Pueden existir hongos que degraden materia
organica, fransperten nutrimentos o infecten plantas, lo
mismo que bacterias que mineralicen carbono respirando
oxigeno o nifratos, muy cerca de aquellas que fermentan,
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Figura 3. Principales componentes de la blodiversidad.

o de respiradoras de sulfato para las que el oxigeno es
letal. Esto plantea el problema de la diversidad.

Definiremos diversidad biolégica como el conjunto
total de organismos y sus interaciones entre si y con el
medio! (figura 3). Estudiar la diversidad de microorga-
nismos en el suelo es un reto formidable. Primero porque
las definiciones clasicas de especie no se aplican a los
microrganismos (muchos no tienen ciclo sexual) y tenemos
que ajustarlas: aqui, especie es el conjunto de organismos
que se parecen tanto entre si como a sus progenitores.
El aspecto morfolégico en este caso no es muy ttil para
encontrar parecidos, ya que morfolégicamente muchos
microorganismos distintos se parecen demasiado entre
si. De esta forma tenemos que echar mano de las
caracteristicas fisiologicas para definir especies; otro
obstaculo a salvar es el hecho de que un mismo micro-
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Figura 2. Interfaces solido-liguido v liquido-gas.

organismo puede comportarse de maneras muy distintas
ante cambios del ambiente. La necesidad de mantener
condiciones controladas hace que los microorganismos
deban ser aislados y estudiados en el laboratorio; sin
embargo, se estima que sélo un 0.3% a 10% de las
bacterias del suelo han sido cultivadas. Una vez que han
sido considerados estos aspectos, se determinan las
especies presentes y se calcula la diversidad taxonémica.

Biodiversidad en el Bajio

Las dificultades metodolégicas hacen que el estudio de
la diversidad del suelo esté muy rezagada respecto del
estudio de otros ambientes. La diversidad genética es el
conjunto total de genes presentes en los microorganismos
de un lugar determinado y expresan un potencial de las
capacidades metabélicas de ese ambiente; la diversidad
genética puede estimarse segun el nimero de genomas
distintos en un ambiente y es ain mas amplia que la
taxonomica, ya que el flujo de genes entre microorga-
nismos de distintas especies es una realidad. No obstante,
es mas dificil de obtener y de organizar al profundizarse
en el nivel de detalle. Una medicién de la diversidad mas
operativa es la diversidad funcional, definida como el
conjunto de capacidades metabdlicas presentes en el suelo;
es una informacién mas gruesa que no repara en taxasy
que no requiere grandes conocimientos acerca de los
microorganismos, pero expresa las capacidades metab6-
licas de los microorganismos del suelo.
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Figura 4. Blocontrol con el hongo Trichoderma spp.

Las fres mediciones de diversidad de que hemos
hablado en su conjunto, y puestas en relacién al ambiente,
expresan la diversidad total. ¢Cual de ellas es la mas
representativa?, ése pueden inferir a partir de una de ellas
a las demas?, dqué tanta diversidad se esta perdiendo en
los suelos por el manejo agricola? Estas interrogantes
orientan una de las lineas actuales de investigacién del
laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Unidad
Irapuato del Cinvestay, en la que se conjuntan técnicas de
microbiologia clasica v técnicas de biologia molecular.

Nuestra drea de estudio, el Bajio de Guanajuato,
comprende una extensién de quinientos mil hectéreas de
cultivo, en las que desde hace méas de treinta afios se ha
mantenido una produccién agricola intensiva con base
en una gran cantidad de insumos como son plaguicidas
y fertilizantes nitrogenados, con una rotacién cereal-ce-
real, cereal-hortaliza y cereal-lequminosa®. La repercusién
de estas précticas en la diversidad de microorganismos
alin no se conoce.

El estudio de la ecologia del suelo comprende también
las relaciones de los microorganismos entre s y con las
plantas, las cuales pueden ser benéficas, deletéreas o
neutras. Un caso muy ilustrativo se da también en el
Bajio y es el de la relacién del cultivo del ajo (Allium
sativum) con el hongo fitopatégeno Sclerotium cepivorum
y el hongo depredador de hongos Trichoderma spp. S.
cepivorum es el causante de la pudricion blanca del ajo,
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enfermedad que frecuentemente causa la pérdida total
delas cosechas. Laaltemativa de control quimico implica
el uso del biocida bromuro de metilo que se aplica en
altas dosis al suelo y que se volatiliza en la atmésfera.
Sin embargo, la elevada toxicidad del bromuro de metilo
v el grave efecto que tiene sobre la capa de ozono hacen
que tenga sus dias contados. Una altemativa de bioconirol
se presenta a través de manejo del hongo Trichoderma
spp. (figura 4).

El volumen circundante a la raiz de una planta
(riz6sfera) es un espacio muy competido; en condiciones
normales las raices secretan al suelo compuestos ener-
géticos que estimulan el crecimiento de una flora de
hongos y bacterias frecuentemente benéficos. Muchos de
los intentas de introduccién de microorganismos forasteros
al suelo fracasan por la incapacidad del microorganismo
infroducido de vencer la competencia por espacios y
nutrimentos de los microorganismos locales mejor
adaptados, de manera que los infroducidos méas temprano
que tarde son eliminados. Una salida a esta disyuntiva es
la seleccién de microorganismos locales con las carac-
teristicas deseadas, A través de un frabajo en colaboracién
con el Laboratorio de Expresién Genética de Hongos se
han seleccionado cepas de Trichoderma originarios del
Bajio, con grandes dotes como depredadores de S
cepivorum’ y en base a su huella genética se ha estudiado
su capacidad de colonizacién en la rizésfera de ajo en
condiciones naturales. Los resultados son muy
estimulantes. De esta manera se prepara el estudio en
condiciones controladas de laboratorio de la colonizacién
de Trichoderma locales que han sido genéticamente
transformados para aumentar su aptitud como depre-
dadores de Sclerotium, y que aguardardn dentro de
nuestros refrigeradores a que sea autorizada su liberacién,

Reciclaje de nutrimentos

En el suelo, los microorganismos alcanzan densidades
poblacionales muy altas, entre los 107 y 10? organismos
por gramo del suelo. Eso les da una repercusién ambiental
muy considerable. El reciclaje de nutrimentos en la biésfera
es realizada por los microorganismos (figura 5) v cons-
tituyen la punta de la cispide de la piramide alimen-
ticia, o simplemente son tributarios de los flujos de mate-
ria v energia del ecosistema global. Uno de los ciclos
biogeoquimicos mas estudiados es el del nitrégeno, debido
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Figura 5, Recicloje de nutiimentos por microorganismos.

a su importancia en la produccion agricola, v en ultimas
fechas por su importancia ambiental.

Por ejemplo, en el Bajio gquanajuatense en 1997 se
aplicaron ciento cincuenta mil toneladas de nitrogeno
como fertilizantes® (aproximadamente el 15% de los
fertilizantes empleados en el pais), v cada afio se requiere
aumentar la dosis de fertilizantes sélo para mantener la
produccién. El empleo de la técnica de enriquecimiento
isotépico de *N (isétopo estable de abundancia natural
conocida)® ha mostradoe que sélo un cincuenta porciento
o menos del nitrdgeno que se adiciona al sistema es
recuperado en las plantas, o permanece en el suelo. El
nitrégeno restante se pierde, ¢cdonde queda ese pitrogeno?
(figura 6).

En el Bajio, las practicas agricolas intensivas no
incluyen el uso de los abonos verdes y se prefiere la quema
de los residuos agricolas a su incorporacién en el suelo;
lo cual ha ocasionado una dréstica disminucién de la
materia organica en él. La materia orgéanica en el suelo
adernas de estimular la formacién de canales, poros, v
diversas poblaciones bacterianas, realiza una funcién de
almacenamiento de nutrimentos, de manera que su
pérdida va en detrimento de la capacidad del suelo para
sustentar la vida vegetal, podria decirse que en casos
graves el suelo sélo esta actuando como sitio de anclaje
de las raices vegetales, v que los nutrimentos se tienen
que adicionar, a semejanza de lo que se hace en un
sistema de hidroponia. El uso del N nos revela que
aproximadamente un veinte porciento del nitrogeno se
pierde amrastrado por el agua hacia el subsuelo (lixiviacion)
¥ que ofro tanto se pierde por conversion a gases’ por
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Figura 6. Pérdidas de nitrdgeno en el Bajio Guanajuatense.

efecto de dos procesos bacterianos: desnitrificacién
(respiracion bacteriana de nitratos) v nitrificacién (“quema”
bacteriana de nitrégeno de alta energia). Estos dltimos
dos procesos emiten a la atmésfera tanto N, como gases
del efecto invernadero (NO y N,O) que también tienen
poder de destruccién sobre la capa de ozono. Hechos
como éstos nos hacen buscar alternativas para mejorar
en términos integrales la practica de la fertilizacion, y asi
agregar el nitrégeno en forma quimica, en el momento y
en las cantidades indicadas para incrementar su aprove-
chamiento por los cultivos y disminuir de manera muy
considerable pérdidas tanto econémicas como desde el
punto de vista ambiental.

El proceso contrario a la pérdida de nitrégeno por
efecto bacteriano es la fijacién de nitrégeno. Elnitrégeno
es por mucho el gas mas abundante en el aire (setenta y
ocho porciento), pero ésta es una forma quimica casi
inerte v no asimilable para la inmensa mayoria de los
seres vivos. La carencia de nitrégeno en microorganismos
y plantas es algo asi como morir de sed en un mar de
agua... salada. Hasta la fecha todos los organismos que
se sabe que tienen la capacidad de fijar nitrégeno son
procariotes, células individuales sin nticleo, o sea bacterias
y arqueas pero no hongos. Algunos de estos microor-
ganismos fijan nitrogeno por su cuenta, pero los hay
también que sélo lo hacen en asociacién con plantas
(casi siempre de la familia leguminosa), tal es el caso de
las bacterias Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizo-
bium, que se introducen en el tejido de la raiz de las
plantas formando una estructura semejante a un tumor
que colonizan y en donde, a cambio de rico y energético
carbono que toman de la planta, le retribuyen compuestos
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de nitrégeno para su disfrute privado. A esto si se le llama
simbiosis. ¢Cudnto nitrégeno puede entrar asi al Bajio?,
mucho. En el caso de cultivos como el haba (Vicia faba)
500 kg /hectarea/ ano, alfalfa (Medicago sativa) 260 ka/
hectérea/ ano o el frijol (Phaseolus vulgaris) 70 kg fhectarea/
ano. Con todo, en ocasiones este nitrégeno no alcanza
para reponer todo el nitrégeno que se saca del sistema
via cosecha, pero por supuesto es mucho mejor que si no
estuviera. Para mejorar la fijacion de este elemento en
cultivos de interés se ha buscado asociar a estos cultivos
con la bacteria correcta; ¢Cudl es la bacteria comecta?,
mucho tiempo se pensé que aquella que tuviera una
mayor capacidad para fijar nitrégeno, pero pocas veces
la mejor fijadora de nitrégeno es la mas apta para competir
con las bacterias locales de la rizosfera por un espacio
que le permita colonizar a la planta®. Pocas veces, por
tanto, las bacterias introducidas en los cultivos se reflejan
en la tasa de fijacion de nitrégeno de manera significativa

Es muy conocido que una bacteria fijadora de ni-
trégeno no puede colonizar a una planta si ésta no lo
consiente, es decir la planta lleva el control de la simbiosis.
La planta responde o no a senales bioquimicas, v en
base a esto puede seleccionar qué bacterias la nodularan.
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Es de llamar la atencién que la nodulacién de plantas
con cepas pobremente fijadoras de nitrégeno haya
permanecido a través de los multiples eventos de la
seleccion natural que condena a la extincion a los sistemas
menos eficientes. Una explicacién muy razonable es que
los linajes bacterianos pobres en fijacion de nitrégeno estén
realizando otro “servicio” a la planta que las hospeda.
En el caso del frijol, una pista fue que la mayor parte del
frijol en México (su centro de origen) se siembra en tenenos
de temporal con escasez de agua’,

Nosotros hemos observado que algunas bacterias que
son deficientes fijadoras de nitrégeno cuando la sequia
empieza a afectar a la planta sintetizan un azticar llamado
trhealosa®. Este aziicar permite a las llamadas plantas de
la resurreccion de ambientes desérticos velver de sifua-
ciones de desecacion extrema, v es empleado en la in-
dustria alimenticia para aumentar la vida de anaquel de
frutas y verduras, o en investigaciones bioquimicas para
estabilizar membranas. Es tal la diversidad de bacterias
potencialmente noduladoras de frijol en las zonas
semiaridas de México que probablemente sea mejor tratar
de encontrar sus ventajas competitivas que intentar
sustituirlas por bacterias extranas a estos suelos.
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Desconocemos mucho sobre la diversidad biol6gica
de los microorganismos y su potencial para resolver
problemas biotecnolégicos, va sea control biolégico,
fertilidad del suelo o resistencia a sequia; sin embargo, si
conocemos que la tendencia actual en la biésfera es a la
pérdida de la biodiversidad. Por fanto, |a exploracién de
los potenciales genéticos de los microorganismos también
es una tarea a atender. En Guanajuato, por ejemplo, existe
una serie de manantiales termales con una flora mi-
crobiolégica no plenamente investigada; en fechas
recientes estos organismos han sido utiles en nuestro
laboratorio para la investigacion de fenémenos disimbolos
como la corrosién bacteriana de metales® v la biorre-
mediacién, pero definitivamente no podemos dejar que
tan preciosos organismos se vayan sin haberlos conocido,

&
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Un ecosistemna se ha definido en forma arbitraria como
la interaccion de comunidades bidticas con su entorno
abiético. Odum! dividid todos los ecosisternas de la Tiera
en cuatro clases, que difieren por la cantidad del flujo de
energia consumido anualmente: (1) ecosisterna no
dependiente de la energia solar (8,400 KJ/m?); (2)
ecosisterna dependiente de la energia solar (84,000 KJ/
m?); (3) ecosistema humano dependiente de la energia
solar (840,000 KJ/m?) y (4) ecasisterna urbano-industrial
dependiente del pelrdleo (8,400,000 KJm?), El ecosistema
de granes almacenados pertenece al ecosistema humano
dependiente de la energia solar, estd compuesto por
organismos autétrofos, aranos y semillas, que sirven como
fuente de energia y a su vez como habitat de muchas es-
pecies heterdtrofas como son los insectos, dcaros, hongos
y bacterias.

Existe una gran diversidad de ecosistemas de granos
almacenados. Algunos sistemas estan formados sim-
plemente por canastas, cajas u otros recipientes pequenos
con granos basicos como sucede en el medio rural de
Africa, India, México, América Central y América del Sur.
Sin embargo, en paises en desarrollo también se
acostumnbra guardar maiz o frijol en sacos estibados en
soportes de madera o bien en estructuras especiales
construidas del mismo material (figura 1), También en el
medio rural de paises americanos se encuentran
estructuras hechas de adobe (figura 2) o alguna clase de
silos localizados dentro o fuera de la casa del agricultor
(figura 3). Hay una gran variedad de sistemas de al-
macenamiento subterraneo como los antiquisimos de
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China, los tradicionales matmora en el Norte de Africa,
los patra en la India y los silos de plastico en Brasil.
Existen estructuras de almacenamiento de barro con
capacidad de 1,000 a 1,500 toneladas de grano, como
en Australia v los silos cénicos de Kenia. Estructuras de
concreto mas modemas con capacidad de 5,000 a 10,000
toneladas de almacenamiento de grano se pueden
encontrar en Argentina y México. En general, la mayoria
de los sisternas de almacenamiento de gran capacidad
pertenecen al gobierno, cooperativas o particulares. Tam-
bién se consideran ecosistemas del almacenamiento los
sistemas de transporte en las bodegas; el almacenamiento
refrigerado, casero o comercial; los sistemas de trans-
portacion de granos como barcazas, barcos, camiones,
tren v aun las pilas formadas en el suelo sin proteccion.
Todos estos sistemas de almacenamiento requieren de
energia, ya sea para la operacion de los equipos de
aireacién, secado v transporte, al igual que de derivados
del petréleo como los insecticidas.

Interaccion de ecosistermas

Mientras que en los paises en vias de desarmollo se dan
soluciones a los problemas de granos almacenados
conforme se presentan, analizando inicamente un eco-
sistema en particular, en los paises desarrollados se dan
soluciones analizando, ademads, otros ecosistemas
relacionados con el almacenamiento de productos
agricolas. Para entender este tipo de interacciones se darén
algunos ejemplos.

(1) En el sur de China los agricultores se enfrentan al
problema de tener un sistema en donde el trigo es
sembrado entre dos ciclos de arroz en un mismo terreno.
Cuando las plantulas de amroz son trasplantadas, el terreno
debe estar inundado. Idealmente esta inundacién debera
quedar en reposo al menos una semana antes del
trasplante para asegurar que el lepidéptero Chilo
plejadellos Zincken, una plaga importante de trigo, se hava
eliminado. Entonces al agricultor se le presentan dos
alternativas: omitir el periodo de reposo o bien cosechar
el trigo antes de que esté suficientemente seco para su
almacenamiento. Si se decide porla segunda opcién, se
incrementaran las pérdidas por el desarrollo de hongos
de almacén; si es por la primera, se incrementaran las
pérdidas en el siguiente cultivo de trigo debido al ataque
del lepidéptero.
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Figura 1. Maiz en mazorca (Yucatan).

(2) En las regiones de EUA donde se produce maiz v
cacahuate, el hongo Aspergillus flavus se convierte en un
problema durante el almacenamiento con pérdidas de
peso y calidad; en muchas ocasiones, debido a la pro-
duccién de sus micotoxinas, se hace necesario la
eliminacién total de estos productos agricolas. Ademas,
la inoculacién del hongo en el campo, en ciclos pos-
teriores, es llevada a cabo por el insecto de almacén
Carpophilus hemipterus (L).

{3) En las zonas productoras de frijol (Phaseolus vul-
garis) de México, los coledpteros Acanthoscelides obtectus
(Say) y Zabrotes subfasciatus (Boheman) se desplazan
de su habitat natural (un agroecosistena precosecha) a
los campos de frijol v de ahi al ecosistema de granos
almacenados. En el campo la hembra de este coledptero
deja sus huevecillos en las vainas verdes y las larvas del
primer instar las penetran para continuar su desarrollo
dentro del grano. De esta manera, estos insectos son
transportados al almacén donde su progenie infestara a
ofros granos sanos.
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Figura 2. Maiz desgranado (Yucatan).

(4) Los coledpteros Rhyzopertha dominica (F) v
Prostephanus truncatus (Horn), que probablemente
pertenecen a un ecosistema forestal, se han encontrado
infestando, el primero, trigoy arroz, v el sequndo, maiz.
Estos coledpteros, conocidos como barrenacdores, entran
primero al sistema precosecha de los granos basicos, para
luego ser transportados, una vez cosechados, al ecosis-
tema de los granos almacenados. De acuerdo a lo ante-
rior, se sugiere que la mayoria de los insectos que sobre-
viven en el ecosistema de los granos almacenados
provienen de ctros ecosistemas. Este movimiento de
insectos, plaga de sus habitats naturales a través de dos
ecosisternas, ocurre en todas partes del planeta.

Sucesiones ecologicas

Una comunidad es un conjunto de poblaciones de varias
especies compartiendo el mismo habitat. Segin Krebs*,

Avance 'y Perspectiva vol. 20

esta comunidad tiene cinco afributos cuantificables: (1)
diversidad de especies, plantas y animales que viven en
una comunidad; (2) forma de crecimiento de las especies
y el tipo de estructura que tendrén; (3) predominancia de
algunas especies que ejercen mas influencia que las ofras
de acuerdo a su nimero, tamano, u otra caracteristica;
(4) relativa abundancia de las diferentes especies en una
comunidad v (5) estructura fréfica, o el consumo v flujo
de energia. En el ecosistema de granos almacenados se
identifican perfectamente tres comunidades: (1) insectos,
que incluyen los que causan pérdidas v los que son
predadores, parasitoides y camroneros; (2) hongos,
incluyendo los que pueden competir en una tensién de
oxigeno atmosférico v los gue solo compiten en una
atmosfera reducida de oxigeno; (3) ratas y aves.

En lo que concierne a los insectos, para predecir la
especie que estara presente en un ecosistema de granos
almacenados se debe considerar el tipo de grano, el tiempo
de la cosecha y su estilo de vida. La composicién y el
porcentaje de las impurezas o material extrano presente
en el grano cosechado también es un buen indicador para
predecir las especies de insectos. Por ejemplo, si se tiene
un grano con bajo porcentaje de impurezas, las especies
de insectos que se espera estén presentes son aquellos
capaces de perforar el grano sano (insectos primarios),
cuyos estadios inmadures (larvas y pupas) pasan gran
parte de su vida dentro de |os granos y se alimentan del
germen. En México, los insectos primarios para el maiz
almacenado son los coledpteros Sitophilus zeamais
Motschulsky, P truncatus v el lepidéptero Sitotroga
cerealella (Oliver); mientras que para frijol, encontraremos
a los coledpteras A. obtectus v Z. subfasciatus. Si el grano
es cosechado y manejado en forma inadecuada,
disminuira la calidad del producto agricola con el incre-
mento del porcentaje de impurezas y por lo tanto la primera
infestacion que se espera sera de insectos secundarios,
tales como algunos coleépteros de las familias Tene-
brionidae, Cucujidae v Silvanidae. Estos mistmos insectos
también aparecen cuando el grano ha sido severamente
danado por un insecto primario, ademas de aquellos
insectos que se alimentan de insectos muertos como son
algunas especies carroneras de la familia Dermestidae,
Con la actividad desarrollada por la alta concentracién
de las comunidades de insectos se incrementara el
contenido de humedad del grano, con lo que se propiciara
la migracién de ésta v la presencia de comunidades de
hongos que, una vez establecidas, fomentarén la presencia
de insectos que se alimentan de ellas como algunas
especies de coledpteros de la familia Mycetophagidae,
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La comunidad de hongos en el ecosistema de granos
almacenados es mas compleja que la de insectos, ratas y
aves, La presencia de estos microorganismos esta regulada
por la combinacién de tensién de oxigeno, el contenido
de humedad del grano (actividad acuosa) en equilibrio
con la humedad relativa del ambiente y el tipo de producto
agricola, Por ejemplo, en granes con alto contenido de
almidén (trigo, cebada, avena, arroz, centeno, maiz, sorgo,
etc.), humedad relativa de 65-70% (contenido de
humedad de‘ 13-14%) y tensiones de oxigeno cercanas a
la atmosférica, solamente podran encontrarse Aspergil-
lus helophilicus. Con un pequerio incremento de la
humedad relativa a 71-75% |contenido de humedad de
14.5-15%), otras 3 especies de hongos germinaran, As-
pergillus restricticus, Aspergillus glaucus y Wellemia sebi.
A humedad relativa de 75-80% (contenido de humedad
de 15.5-16-0%), Aspergillus flavus y Penicillium spp se
anadirén a la comunidad. Sin embargo, si la tensién de
oxigeno decrece, estos hongos filamentosos de almacén
no se desarrollaran vy en su lugar predominaran las
levaduras.
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En América Latina, sequin la informacién disponible
hasta el momento, los roedores mds importantes en el
ecosistema de granos almacenados son los roedores
cosmopolitas Rattus rattus, Rattus norvegicus y Mus
musculus, los cuales pertenecen a la familia Muridae.
Los roedores son capaces de producir pérdidas de
consideracion en productos agricolas: se habla de un 50%
en la India; transmisién de enfermedades al hombre: tifo,
peste, salmonelosis, triquinosis, poliomielitis, encefalitis,
etc.; contaminacion con pelos, excrementos y orina; y
destruccion en los sistemas de almacenamiento. Estos
roedores, junto con los humanos y los animales do-
meésticos, son los Gltimos usuarios del ecosistemna.

Las necesidades y preferencias de la comunidad de
mamiferos cambian frecuentemente debido a sus re-
querimientos de orden nutritivo o simplemente de sabor
en el producto final. Por ejemplo, un segmento de la
poblacién de los humanos busca alimentos bajos en
contenido de grasa; harinas que contengan cierta cantidad
de fibra; que estas harinas den una pasta més nutritiva;
un sabor y textura especial del frijol cocinado; alimentos
sin residuos de insecticidas y hormonas sintéticas; o bien
alimentos de productos no transgénicos.

Dindmica poblacional

Una poblacion esta formada por un grupo de individuos
de una especie que habitan una localidad. El crecimiento
ideal de una poblacién se puede expresar por una ecuacién
diferencial que describe una curva sigmoidal o logistica.
La fase estacionaria de esta curva se alcanza cuando la
poblacién se incrementa a la capacidad del medio
ambiente. Sin embargo, esta capacidad en un ecosistema
puede cambiar. Un ejemplo es la presencia de hongos de
almacén junto con los coledpteros Tribolium eastaneum
Herbst y Tribolium confusum Du Val. A medida que
aumenta el nimero de estos insectos en el sistema de
alma-cenamiento, la concentracion de compuestos
antiftingicos (quinonas), secretados por éstos, se
incrementara vy por lo tanto la poblacién de los hongos
disminuird. En consecuencia, la capacidad del medio
ambiente para mantener a los hongos sera menor si el
sisterna esta infestado con dichos coledpteros. Muchas
especies de hongos vy algunas de insectos, cuando se
presentan en condiciones naturales de precosecha v
almacenamiento, producen ofro tipo de curva, tipo “J".
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Este tipo de curva de crecimiento se observé en Manitoba
cuando se almacenaron 13.6 t de frigo con un “foco de
calentamiento” producido poruna poblacién de A. flavus.
Esta poblacion se incrementé en forma acelerada y poste-
riormente disminuyé hasta cero
desaparicién de esta poblacion fue el incremento en
temperatura (64°C) producido por la actividad natural
de ésta. También en Nantes, Francia, se observé este tipo
defenémeno cuando se almacend maiz hdmedo recién
cosechado, el cual estaba infestado por varias especies
de hongos de campo del género Cephalosporium, Cla-
dosporium y Verticillum, asi como de los géneros Mucor
y Penicillium, que son hongos de almacén. Hubo un
crecimiento exponencial répido de la poblacién, sin
presencia de fase lag, hasta su disminucién estrepitosa

La razén de la

Nivel celular

Para entender la adaptacién tan exitosa de los insectos
al ecosistemna de granos almacenados, que es un ambiente
xerdfilo, es necesario analizarlos a nivel celular, Las
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas v biogquimicas de
estos insectos estan regidas por la actividad de células,
va sea en forma individual o de arupo. El manejo adecuado
de los insectos plaga v de aquellos que son benéficos se
puede mejorar sustancialmente si se conoce la funcién
de ciertas estructuras celulares. Por ejemplo, la mavoria
de los coleépteros asociados con el almacenamiento de
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granos tiene un sistema criptonefridial, que es una
agregacion de los tubos de Malpighian en el intestino
posterior v se encuentran envueltos por la membrana
perinéfrica. Este amreglo celular es/la dltima oportunidad
que tiene el insecto para reabsorber los restos de agua
presente en el alimento ya digerido. Este tipo de 6rganos
absorbentes de agua se han descrito en algunas especies
de la familia Tenebrionidae, Dermestidae y tltimamente
en la Bostrichidae (figura 3).

Los insectos de almacén tienen células para |la
recepeion y produccion de compuestos reguladores que
pueden alterar su desarrollo y reproduccién. Por ejemplo,
T. castaneum produce cetonas aromaticas capaces de
inhibir la prostaglandina sintetasa de insectos, con lo cual
se puede reqular el comportamiento repraductor de este
cole6ptero. Las glandulas maxilares del tltimo estadfo
larvario del lepidéptero Ephestia kuehniella Zeller, insecto
secundario de almacén, depositan, a un lado de los hilos
de seda caracterfsticos de esta especie; una secrecién que
regula el ntimero de insectos en un sistema cerrado v su
dispersion en el mismo. Ademas, las hembras adultas
reaccionan en forma inversa a las concentraciones de
esta secrecion, depositando mas huevecillos a bajas
concentraciones. Machos del genero Cryptolestes sp, fa-
milia Cucujidae, del genero Oryzaephilus sp, familia
Silvanidae, asi como R, dominica y P truncatus, familia
Bostrichidae, poseen ciertas células que producen
feromonas de agregacién capaces de atraer a ambos sexos
de su misma especie.
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Figura 3. Sisterna criptonefridial de Prostephanus fruncatus. RS, saco rectal; mi, fubos de Malpighian; pnm. membrana perinéfrica:
L. lumen; RT tubo rectal; cu, cuticula; mu, musculo. Barra = 100 mm:

Muchos de los insectos que se encuentran asociados
al ecosistema de granos almacenados producen secre-
ciones que alteran el comportamiento de otras especies.
Las méas conocidas de estas sustancias son las quinonas
producidas por especies del genero Tribolium sp. Ofras
secreciones son usadas por parasitoides para localizar
insectos de almacén; por ejemplo, las secreciones maxilares
de E. kuehniella también producen una kairomona gue
atrae al hymenéptero parasitoide Venturia canescens
(Gravenhorst), iniciando movimientos de oviposicion en
las larvas de este lepidéptero y de ofros de la misma
familia como E. elutella (Huebner), E. cautella (Walker) y
Plodia interpunctella (Huebner).

Nivel politico

La politica juega un papel muy impertante en el
ecosisterna de granos almacenados. Por ejemplo, en EUA
se efectian modificaciones en este ecosistema debido a
cambios en las regulaciones establecidas por el Federal
Grain Inspection Service y de precios por la Farm Bill, de
tal manera que el gobierno regula, entre ofras muchas

cosas, los subsidios en el precio de los granos, la
normalizacién de su calidad, la tolerancia de residuos de
insecticidas y micotoxinas, todo lo cual va a tener un
impacto en el manejo de este ecosistema en el pafs.
Muchos de los cambios que se realizan son modificaciones
simples a las normas de calidad, como es la separacion
de granos quebrados de las impurezas en la comer-
cializacién de maiz con la aplicacién de incentivos vy
castigos, mejorando el aspecto econémico de los agri-
cultores. Con estas medidas los productores de granos se
motivan para emplear mejor equipo durante la cosecha
o el almacenamiento. Asi, por ejemplo los productores
de cebada equipan sus almacenes con sistemas de
aireacion computarizados, con el objeto de mantener un
control riguroso del contenido de humedad y evitar la
germinacién antes de su comercializacién, y obtienen
excelentes bonificaciones en el proceso de venta. En ge-
neral, el gobierno regula las actividades de siembra,
cosecha, almacenamiento y distribucién de los granos.
En cuanto a la comercializacién, ese pais utiliza el
excedente de granos como moneda de cambio en los
tratados realizados con los paises menos desarrollados,
ejerciendo una dependencia alimentaria.
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En contraste, nuestro pais carece actualmente de un
organismo regulador, el cual desaparecié debido a las
miltiples anomalfas que venia arrastrando desde
administraciones anteriores, y se habia convertido en una
cargamuy pesada para la administracion ptiblica, ademés
de que siempre manejé el ecosistema de aranos
almacenados como un ecosisterna aislado,

Por tltimo, en México no habra interés en el alma-
cenamiento de granos mientras no seamos autosuficientes
y tengamos excedentes que guardar. Para ello tenemos
antes que hacer frente, en forma sistematica, a los
problemas serios de erosién que nuestro pais padece y
falta de agua que limitan la produccién de cualquier
producto agricola. Es necesario hacer notar que hay un
sector de la poblacién mexicana que siempre ha estado
sin atencién, el medio rural, en donde hay comunidades
que todavia subsisten de la siembra, cosecha y alma-
cenamiento de maiz y frijol. Por lo tanto, se requiere que
el gobierno instrumente programas para mejorar el
ecosistema del almacenamiento de estos productos

bésicos. @
Notas

1. E.P Odum, Ecology and Our Endangered Life-Sup-
port Systems (Sinauer, Suderland, Mass., 1993).

2. C.J. Krebs, Ecology (Harper & Row, Nueva York,
1972).
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Los mitos son narraciones tradicionales de autores
desconocidos que tienen bases histéricas, que gene-
ralmente han servido para explicar algunos fenémenos
de la naturaleza, el origen del hombre, o las costumbres
y ritos religiosos de los pueblos, Se caracterizan porque
son historias que no tienen fundamento cientifico y en
términos generales la palabra “mito” se asocia a algo
que no corresponde a la realidad. En esta era de la
comunicacion el ser humano modifica la informacién
recibida verbal o impresa sobre diversos temas para que
tenga un mayorimpacto en la sociedad: en la actualidad
es muy comun escuchar o leer historias ficticias o mitos
sobre temas cientificos de suma importancia.

Uno de estos temas es el de las aflatoxinas, substancias
producidas por algunos hongos, que pueden contaminar
granos basicos v alimentos procesados y almacenados.
Son substancias generadas por hongos microscopicos en
praductos alimenticios que al ser ingeridas son capaces
de producir reacciones toxicas, inducir cancer hepatico,
causar mutaciones y muerte en animales superiores' y
representan un riesgo potencial para la salud humana®,

Estas substancias son motivo de estudio en el
Laboratorio de Micotoxinas de la Unidad Irapuato del
Cinvestav. Los enfoques en su investigacion involucran
meétodos analiticos que permitan su deteccién y
cuantificacion en diferentes granos basicos, su incidencia
en ellos, la ecologia de los hongos que las producen en el
campo y en el almacén, asi como estudios sobre los
mecanismos de requlacién de la sintesis de estas toxinas
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Tabla 1. Toxinas producidas por diferentes
géneros de hongos en la naturaleza.

Fusarium Penlcllium Asperegllius

Micotoxinas

Zearalenona Ochratoxing Aflatoxinas
Fumonosinas Patulina Ochratoxina
Tricoteceno Patulina

por los hongos productores. De igual manera, se mantiene
una relacién con los agricultores que podrian verse
afectados por estas toxinas: productores de maiz y sorgo,
porcicultores y avicultores. Esta tltima actividad nos ha
permitido conocer algunos mitos que circulan sobre este
tema.

Primer mito

Uno de los mitos mas difundido es “Todos los granos
bésices y alimentos con moho tienen aflatoxinas”. Esta
informacién esta muy lejos de la realidad, ya que existen
cientos de tipos de hongos microscépicos conocidos como
mohos y sélo un grupo reducido de éstos tienen la
capacidad de producir estas substancias. El grupo de
hengos del género Fusarium, que son reconocidos como
los mohos morados, violeta o color rosa que crecen en
las tortillas cuando hay humedad y frio, no producen
aflatoxinas; sin embargo, algunos pueden producir otras
toxinas (tabla 1). Los hongos del género Penicillium,
conocides como mohos verdes o grises pueden producir
antibiéticos y también otras toxinas (tabla 1) pero
tampoco aflatoxinas. Finalmente, los mohos verde-ama-
rillentos que pertenecen al grupo Aspergillus flavus son
los tinicos capaces de producir aflatoxinas; a este grupo
pertenecen las especies A, parasiticus y A. nomius®. No
obstante, se debe enfatizar que no todos los aislados de
estos hongos producen aflatoxinas. Por ejemplo, se ha
demostrado que de 250 aislados obtenidos de granos y
suelos sélo un pequeno porcentaje fue capaz de producir
la toxina®. Un hongo que definitivamente no tiene la
capacidad de producir aflatoxina es el huitlacoche. De
ahi que no todo los alimentos contaminados con moho
tienen aflatoxinas. Sin embargo, este mito afecta
economicamente a los porcicultores y avicultores porque
al creerse que todos los hongos presentes son peligrosos
se utilizan funguicidas o fungistatos.
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Figura 1. Aspergiiius parastticus. Hongo productor de aflatoxinas.

Segundo mito

Oftro mito que frecuentemente se escucha o se lee en los
periddicos es que toda la produccién de maiz esta
contaminada con aflatoxinas porque "cuando una mues-
tra de grano tiene aflatoxina, toda la produccién del grano
del que proviene la muestra estd contaminada”; la
complejidad del analisis de las aflatoxinas en grandes
voltimenes de grano va mas alla de este mito. En primer
lugar, para determinar si los granos béasicos o los alimentos
almacenados estan contaminados con aflatoxinas, éstos
deben ser sometidos a un analisis quimico y para ello es
necesario fomar muestras representativas del lote de
alimento en cuestién. Generalmente los alimentos son
analizados para determinar indicadores de calidad como
son, en el caso de los granos basices, grano danado, grano
quebrado, impurezas, porcentaje de humedad, etc.; sin
embargo, todos estos eventos ocurren de manera mas
homogénea, es decir, que tienen una distribucién mas
generalizada o normal; en cambio en el caso de las
aflatoxinas, su distribucién en los granos es altamente
erratica y en pequenos porcentajes del grano de un lote,
por lo que es comtin encontrar altas variaciones en las
concentraciones de aflatoxinas en las muestras represen-
tativas de un lote de grano®. Existen reportes cientificos
que indican que un solo grano de maiz puede contener
hasta 1000 pg de aflatoxina, nivel que permitiria evaluar
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Figura 2. Aspergliius candidus no produce aflatoxdnas, Alslado
de maiz blanco.

a un lote determinado como altamente contaminado.
Estos eventos determinan que el andlisis de aflatoxinas
presente una gran complejidad

Esta complejidad disminuye cuando se realiza un
muestreo con numerosas porciones de un lote dado,
tomadas de diferentes puntos del lote ( 10 a 15 puntos).
Existen otros factores que participan en la sensibilidad de
las determinaciones del contenido de aflatoxinas: tamano
de la muestra del molido grueso, tamano de la muestra
del molido fino v el nimero de repeticiones de la cuan-
tificacién de las aflatoxinas. Asi que a mayor cantidad
de muestra molida de los dos tamanios y a mayor nimero
de repeticiones en la cuantificacién, menor error total v
mayor confiabilidad del analisis,

En un estudio realizado en el Laboratorio de Mico-
toxinas de la Unidad Irapuato en 1989, en maiz blanco
producido y almacenado en Tamaulipas, se cubrieron
todos los factores de muestreo, submuestreo y molienda
descritos anteriormente de acuerdo a Mergruen®. De cada
bodega se tomaron por lo menos dos muestras y como
maximo tres de 5 a 7 kilos cada una. Fueron molidas en
su totalidad y submuestreadas por medic de 5 cuarteos
cada 50 gramos de muestra. De cada muesira se
formaron 15 submuestras y se realizaron 15 analisis de
extraccion v cuantificacion de aflatoxinas. Como se puede
observar en la tabla 2 los niveles de contaminacién en
una misma bodega cambian de un punto a etro en un
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100%. En Valle Hermoso la muestra “A" alcanzé un nivel
promedio de 40.6 ug/kg, en contraste con el punto “B”
del mismo grano y en el mismo almacén, el cual tuvo un
nivel promedio de 9.2 ug/ka.®. Asi se determiné que en
1989 de 25 muestras de maiz blanco producido en
Tamaulipas el 48% presenté contaminacién con afla-
toxinas y de las doce muestras 6 con niveles de 53-133
ua/Kg. v las otras 6 con niveles de 13 a 30 ug/Ka. Estos
datos ilustran claramente gue no se debe penalizar un
lote de grano o una produccion sin antes tener resultados
analiticos confiables sobre los niveles y la distribucién de
la contaminacion.

Tercer mito

Con respecto al impacto que estas toxinas tienen en la
salud publica se ha desatado ofra serie de mitos, v debido
a que no se ha demostrado que las aflatoxinas causen
directamente la muerte en humanos es frecuente escuchar
“la contaminacién de aflatoxina en los alimentos para
consumo humano no es tan importante”. La realidad
contundente es que una de las cuatro aflatoxinas, la B1,
es |a sustancia mas cancerigena que existe en la natu-
raleza!, ya que dosis tan bajas como de 1ug/kg de alimento
fueron capaces de inducir cancer hepatico en el 10% de
una poblacion animal susceptible. Como se puede ver en
la tabla 3, las dosis capaces de inducir fumores pueden
llegar a ser de 30 pg/kg de la dieta. También se ha
encontrado que algunas ratas han llegado a presentar
tumores un ano después de haber ingerido una dosis muy
elevada de aflatoxina seguida de alimentacién no
contaminada®, Con respecto a la sensibilidad de las ratas,
existen datos que indican que las ratas hembras son mas
resistentes que los machos a ambos efectos de la
aflatoxina, el téxico y el carcinogénico®; esta tendencia
se observa atin en dosis bajas de aflatoxina B1.

Otros factores que pudieran influir sobre la respuesta
a la actividad de las aflatoxinas en el hombre se han
estudiado en experimentos con animales, Se analizé la
posible influencia de la malnutricién proteinica, tan
importante en diversas areas del mundo donde el céancer
hepético es comiin. Estudios en animales con deficiencia
de metionina demostraron que este aminoacido conferia
una proteccién contra los efectos téxicos de aflatoxina
Bl ya que animales con deficiencia de metionina
presentaban una alta frecuencia de tumores®,
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Tabla 2. Niveles de contaminacién de aflatoxina en maiz blanco contenido a granel en
una bodega de Valle Hermoso, Tamaulipas®.

Submuestras Nivel de Aflatoxina ug/kg
Analizadas Muestra A Muestra 8 Muesta C
1 40.6 20.3 25.3
2 40.6 169 20.3
3 406 14.5 16,9
4 40.6 14.5 16.9
5 50.2 Neg. Neg.
b 50.2 Neg. 20.3
7 40.6 Neg. 203
8 50.2 14.5 169
9 50.2 Neg. 20.3
10 40,6 14.5 203
11 33.8 145 203
12 33.8 Neg. 16.9
13 40.6 14.5 16.9
14 33.8 14.5 Neg.
15 40.6 Neg. Neg

Los resultados obtenidos de estudios en animales
pueden ser relacionados a la cancerigenosidad de la
aflatoxina en el hombre de la siguiente manera:

(a)la aflatoxina B1 es carcinogénica en muchas
especies animales, incluyendo primates,

{b)es un potente carcinégeno en algunas especies,

(c) se ha demostrado una relacién de dosis-

respuesta,

(d)los tumores se producen mas rapidamente en

machos y en jévenes.

Es una realidad que en algunos paises de Asia y A-

frica una de las principales causas de muerte es el cancer
de higado (hepatocarcinoma). Esta enfermedad causa al
menos 300,000 muertes al ano con una incidencia, en
algunas éareas del pais, de aproximadamente 100 casos
por cada 100,000 personas al ano, Es la principal causa
de muerte en hombres después del cancer de eséfago vy
estémago®. Durante los tltimos 30 anos se han realizado
esfuerzos para investigar la asociacién entre exposicion a
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la aflatoxina v hepatocarcinoma humano, y los estudios
epidemiolégicos han encontrado un aumento de la
incidencia de cancer en regiones donde ha aumentado la
ingestién de alimentos contaminados con aflatoxina®.

Estudios recientes con biomarcadores moleculares para
aflatoxina han confirmado la interaccion entre ingestién
y cancer hepatico. La aflatoxina B1 ha sido encontrada
en orina de 43 pacientes como aflatoxina M1, en un
estudio de 83 pacientes y en 30 de 60 pacientes como
aflatoxina unida a albimina en suero?. De igual manera,
la correlacién entre exposicion de aflatoxina y cancer
hepético se ha ilustrado con estudios moleculares recientes
que indican que las poblaciones expuestas a altos niveles
de ingestién de aflatoxinas en China y Sudafrica tienen
mutaciones en el gene supresor de tumores pS3 con
transversiones de G—T en el codon 249. Estas cir-
cunstancias indican que la correlacién positiva entre
ingestién de alimentos contaminados con aflatoxinas e
incidencia de cancer hepatico debe ser suficiente para
aceptar que la presencia de aflatoxinas en los alimentos
representa un riesgo potencial al cual la poblacién
humana no debe de ser expuesta.
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Tabla 3. Dosis de aflatoxina que
indujeron tumores'.

Especie animal  Dosls Duracion de  No de tumores
Halka obsenvaclon
dieta
Patos 30 14 meses B
Truchas 8 1 afo 27/65
Monos 1000-8000 2 anos 3/42
Ratas 100 54 semanas 28/28
Ratones 150 80 sermanas 0/&0
Cuarto mito

En el caso de la poblacién mexicana este riesgo potencial
se magnifica si consideramos que el maiz es uno de los
substratos mas expuestos a la contaminacién por los
hongos del grupo A. flavus y que ademés es el alimento
mas popular en México. En nuestro pais se consumen
348 g de maiz como tortilla al dia per capita v en zonas
rurales el consumo llega a ser de 600 g per capita al dia.
Enla dieta representa el 38.8% de proteina, el 45.2 % de
calorias y el 49.1% del calcio’.

La importancia de este alimento en nuestra sociedad
es incuestionable y cuando hace algunos anos se publicé
que “todas las tortillas tenian altos niveles de conta-
minacién con aflatoxina y que era peligroso comerlas”,
la poblacién se sintié atemorizada. Esta exageracién surge
de la discrepancia de los resultados generados por
diferentes grupos de investigadores durante el estudio del
efecto de la nixtamalizacién, proceso tradicional mexicano
para hacer tortillas, sobre la contaminacion de aflatoxina
en maiz.

La inquietud por saber si la nixtamalizacion destruia
a la aflatoxina presente en maiz surgi6 desde 1969 cuando
Ulloa-Sosa y Schroeder publicaron que cerca del 70% de
la aflatoxina era removida durante este proceso®, pero
Arriola et al® indlicaron que la nixtamalizacién no reducia
la contaminacién de aflatoxina. Posteriormente Guzman-
de-Pefia et al.', utilizando mafz naturaimente conta-
minado y siguiendo el proceso tradicional de nixta-
malizacién utilizado en Oaxaca, determinaron después
de 200 analisis que la nixtamalizacion destruia el 100%
de la aflatoxina cuando el maiz tenfa niveles bajos (37 ug
AFB1/Kg mafz) y un 97% cuando estaba altamente
contaminado (251ug AFB1/Kg de maiz). En ese estudio
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Tabla 4. Distribucién de la aflatoxina
radioactiva durante el proceso de
nixtamalizacién'®. Expresado como

desintegracién por minuto per kg X 10,

Muestra Radiactividad Parciento del total
Inicial (maoiz) 26.8 100
Nelayote 7.9 29.3

19 javada 9.2 34.2

29 javada 4.8 17.8

3% lavada 0.57 2.1
"MASA” 4.4 16.3

se analizaron 10 muestras tanto del nejayote (residuos de
agua de cal después de la nixtamalizacién) como de las
aguas de lavado y no fue posible detectar compuestos
fluorescentes comrespondientes a la aflatoxina. Estos
resultados demostraron que el nivel de aflatoxina, si es
que existia, estaba por abajo del nivel de deteccién de la
técnica.

Al determinar el pH del nejayote, éste varié de 5 a
12. El valor mas alto corresponde a la solucion después
de la coccién. Estos valores de pH podrian explicar la
ausencia de aflatoxinas en la masa, va que es bien sabido
que a valores de pH arriba de 8 y por abajo de 4 se
rompen las lactonas que confieren la tipica fluorescencia
a las aflatoxinas y reduce su toxicidad y canceri-
genosidad!!.

Para determinar si los metabolitos residuales no
flucrescentes de aflatoxinas contaminaban la masa, los
autores contaminaron artificialmente el maiz con afla-
toxina radiactiva y siguieron la distribucién de la marca
durante el proceso. Se determiné que la masa sélo
contenia 4.4 de las 26.8 desintegraciones por minulo
(dpm) iniciales que el mafz habia registrado (tabla 4).
Estos datos demuestran que la mayor parte de la toxina
es destruida durante el proceso de nixtamalizacién'’.

Quinto mito

No obstante los resultados anteriormente descritos, surgié
otra elucubracion: “cuando la aflatoxina hidrolizada
presente en la tortilla contaminada llega al estomago, la
acidez del estémago cierra los anillos regenerando la
aflatoxina”. Al respecto, debemos recardar que las células
parietales de las glandulas géstricas del estémago secretan
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4cido clorhidrico con un pH de aproximadamente 0.8°,
de ahi que es muy probable que en un ambiente con
estos valores de pH la aflatoxina existente termine por
hidrolizarse. Sin embargo, esta dltima aseveracion no es
suficiente para terminar con este mito.

Se sabe que un paso necesario para la accién téxica
y carcinogénica de la aflatoxina B1 es su conversion a
uno o méas metabolitos en varios tejidos de los animales
expuestos. Uno de estos es el metabolito conocido como
aflatoxicol que es el resultado de la accién de las reduc-
tasas de la fraccién microsomal hepatica. Este compuesto
es enzimaticarmente reversible y se considera como una
forma de reserva de la aflatoxina’, pero hasta ahora no
se ha demostrado que el aflatoxicol se forme por
tratamiento écido o alcalino.

Debido a las implicaciones que tal teoria podria desatar
en el Ambito de la salud publica se considerd de suma
importancia desamollar un estudio que permitiera elucidar
la naturaleza quimica de la aflatoxina B1 remanente en
la masa, analizar su relacién con los aminoécidos del
maiz y su toxicidad en animales. Los resultados hasta
ahora obtenidos indican que la nixtamalizacién es alta-
mente efectiva, que la presencia de la aflatoxina no altera
el patrén de aminoacidos ni antes ni después de la
nixtamalizacién®.

Los mitos dejan de cumplir su funcién cuando la
ciencia demuestra la realidad de los eventos. Afor-
tunadamente para la sociedad mexicana el area de
investigacion de aflatoxinas ha sido apoyada desde hace
20 anos en la Unidad Irapuato del Cinvestav, donde se
sigue generando conocimiento que permitiré determinar
cémo las aflatoxinas afectan a nuestros sistemas pro-
ductives y a la salud de los mexicanos,

Notas

1. A. Linsell, en Environmental carcinogens selected
methods of analysis, IARC, public. 44 (Inter. Agency for
Research on Cancer, Francia, 1982).

2.J.S. Wang, v J.D. Groopman, Mutation Research 424,
167 (1999).

3. E Trail, N. Mahanti, J. Linz, Microbiology 141, 755
(1995).
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B1 extraida de maiz naturalmente confominado, los siguientes
tres espacios son extractos negativos de afiatoxing v las Gifimas
tres munchas filucrescentes. comesponden a la ofiatoxing que
quedd en mMmasa después de la nixtamalizacion.
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Una sinfonia
de aromas
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De los cinco sentidos que posee el ser humano,
desarrollados principalmente para su sobrevivencia, el
sentido del olfato es menos apreciado que el sentido de
la vista y el oido; sin embargo, el poder detectar una nota
aromatica tiene el mismo significado que el poder distinguir
un color o un sol mayor. Asi, come un hermoso soneto
esta compuesto de notas que pueden transportamaos a
lugares inexplorados, alqunas veces un conjunto de olores
puede producir el mismo efecto.

Se sabe que la nariz humana contiene cerca de
10,000 sensores, los cuales transmiten senales al cerebro
cuando un olor o aroma es detectado. Por ofra parte, se
conoce muy poco de como estan conectados estos
sensores 0 como responden a vapores (olores). ¢Es posible
registrar en el cerebro 10,000 seniales al mismo tiempo?
¢Se combinan primero estas senales en la nariz y un
nimero mas reducido - 100 - es el analizado por el
cerebro? Y todavia més importante: écémo responden
los receptores a un conjunto de olores?

Fisiologia del sabor y el olor

Buck v Axel publicaron en 1991 que la deteccion de los
olores es el resultado de la asociacién de las “moléculas
odoriferas” con las neuronas olfatorias. Estos inves-
tigadores clonaron y caracterizaron varios genes que sélo
estan activos en el epitelio olfatorio, los cuales codifican
una familia de receptores olfativos. Estos descubrimientos
sugieren que los olores pasan a través de la cilia nasal y
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son “capturados” por receptores de olores. El alto ntimero
de receptores sugiere a su vez que la discriminacién entre
olores se lleva a cabo a nivel periférico.

En la mayoria de los casos, un olor desagradable esta
asociado a la descomposicién de un alimento, animal o
planta. Un olor también puede hacemos evocar toda una
situacion emocional en un instante. El aroma de una
flor, la violeta por ejemplo, sugiere distincién y elegancia.
Por ofra parte, existen olores que estén intimamente
asociados al comportamiento sexual de animales,
incluyendo a los humanos por supuesto, como lo son
las feromonas. Por otra parte, en algunos paises, como
Japon, se estan utilizando algunos aromas especificos
para resolver problemas fisiologicos, asi como para
motivar a frabajadores durante la jornada laboral.

422

(COmMo se mide o interpreta
una sensacion?

El sabor o aroma de un material no puede ser directa-
mente medido con una herramienta analitica; sin em-
bargo, la posibilidad de acoplar este tipo de herramienta
a los detectores biol6gicos fradicionales —lenguas o
narices— ha abierto todo un nuevo herizonte en el campo
de la investigacién de los aromas y sabores, asf como de
su percepci6n v las emociones ligadas aellos'. El humano
basa gran parte de su vida cotidiana en el placer y la
seguridad de los alimentos que consume diariamente. El
aroma juega un papel indiscutible en la eleccién y
aceptacion de muchos de nuestros alimentos. Siunaroma
indeseable es percibido o no corresponde a las expectativas
del consumidor, éste es rechazado. Otros factores que
influyen en el rechazo o aceptacién de un alimento son
las caracteriasticas culturales, asi como la edad y el sexo.

Tequilas

Las plantas de agave se cultivan en México para la
elaboracion de un gran niimero de bebidas alcohélicas
como mezcal, pulque, bacanora v tequila. Agave tequilana
Weber var. azul es la mas cultivada entre todas las especies
de agave debido a que es la materia prima indispensable
para la produccién de tequila (NOM006-SCFI-1993). A.
tequilana es cultivada principalmente en los estados de
Jalisco, Guanajuato, Tamaulipas, Nayarit y Michoacan.
Aproximadamente un 65 % de la produccién de tequila
es exportada a los Estados Unidos.

El proceso de maduracién de las plantas de A.
tequilana toma entre 8 y 12 anos; las pinas (corazén) se
cocen en hornos de ladrillo por 32 h. a 100 °C, luego el
jugo de agave es fermentado con Saccharomyces
cereviceae por 24 hy, finalmente, a través de una doble
destikacion, se obtiene el tequila conocido como tequila
blanco. El tequila blanco puede ser reposado de tres a
doce meses para obtener tequila reposado o anejado de
1"a 5 anos para producir tequila afiejo. Después del
proceso de reposo o de anejamiento la bebida es diluida
con agua desmineralizada para ajustar su contenido
alcohélico a 30 0 40 % en volumen de etanol.

Muy pocos estudios se han realizado sobre el sabory
aroma de los tequilas: en 1996, Benn y Peppard? realizaron
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Figura 1. Aromogramas de fequila tlanco (A), tequila reposado
[B) y tequila afiejo (C).

uno de los primeros estudios més detallados sobre los
compuestos saborizantes de varios tequilas, asi como los
analisis sensoriales correspondientes. En 1999, Lépez®
publicé los resultados de estudios hechos sobre algunos
de los aromas mas intensos de los tequilas, Sin embargo,
los tequilas utilizados en estos estudios fueron comprados
en tiendas y licorerias y no se registro el origen ni el proceso
especifico utilizado para su elaboracién, ni el tipo de
reposado o anejamiento. Mas tarde se realizé un estudio
con un cromat6grafo de gases acoplado a un olfatémetro
y un analizador de la informacién, tanto quimica como
psicofisica; se utilizaron tequilas de tipo blanco, reposado
afejo v los compuestos volatiles fueron obtenidos por una
extraccién simple y olfateados en un equipo de GC-O
computarizado. Para el analisis conocido como charm
(Combined Hedonic Aroma Response Measurement) se
utilizé una serie de diluciones de un quinto (1/5, 1/25,
1/125, 1/625 vy 1/3125), El instrumento mencionado
permite definir las notas de cada descriptor, asi como su
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Figura 2. Adagio biance.

intensidad, lo que a su vez permite establecer una relacion
entre la informacién quimica y la percepcién de cada
uno de los aromas en una muestra. En las figuras 1 y 2
se muestra el tipo de informacion generada en este analisis
de GC-0; la informacién se presenta en forma de grafica
Y 5e conoce comao aromadrama, LDS aromadgramas en
estas figuras corresponden a muestras de tequila blanco,
reposado v afejo; ademas, se presentan los cambios
percibidos por el detector biolégico (una persona) a
diferentes concentraciones de la muestra.

En estos aromagramas se pueden observar diferencias
cualitativas y cuantitativas. Se encontraron 68 aromas
en tequila blanco, 79 en reposado y 64 en anejo. Muchos
de estos aromas fueron comunes a los tres tequilas: 49 se
encontraron en todos los tequilas, otros16 sélo fueron
comunes al tequila blanco y reposado y otros B a los
tequilas reposado y anejo. También se observé que a
medida que el tequila se reposa o aneja, se generan aro-
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Tabla I. Notas arométicas mdas intensas en los tequilas.

Ki Compuestos Nota Valores (charm)
Aromdatica
Blanco Reposodo Angjo
1030 Desconocido Solvente 748 845 2842
1200 Butanol, 3-metil Alcohol 2407 2065 6515
1659 Acido decanoico
efil ester Grasa 267 400 357
1809 Fenileti acetato Tepache 1564 2415 3035
1862 Desconocldo Medicinal 880 1501 2221
1906 Fenilefil alcohol Dulce 6083 4560 7n
1953 Desconocido Plastico 1644 16956
2166 Eugenol Medicinal 941 1498 2403
2201 Terpenolde Pollo 1259 224 4733
2266 Acido decanoico Grasa 411 2102
2555 \Vainllin Vainilla 1859 3647 5510

mas mucho mas volatiles: es muy clara la diferencia que
existe entre los tres aromagramas en los primeros minutos
de inhalacién. Especificamente, tres aromas son res-
ponsables del aroma del tequila blanco, seis del reposado
y sélo dos del anejo. Se podria pensar que el aroma del
tequila blanco es mas complejo que el de los otros; no
obstante, cuando se determinaron los valores de olor o
aroma charm (Tabla 1) se observé que éstos fueron mucho
mas intensos para los aromas presentes en el tequila anejo
que para |os ofros dos tipos de tequilas. La tabla 1 contiene
s6lo los aromas més intensos (1/625y 1/3125) encontrados
en los tres tequilas, asi como los descriptores corres-
pondientes a cada uno de ellos, ademas del indice de
Kovats, que es otro parametro de identificacién de aro-
mas®.

En este contexto, el tequila podria ser el nombre de
un adagio mexicano que diera la vuelta al mundo, como
actualmente sucede con la bebida alcohélica misma, Y
al igual que una melodia a un volumen muy alto puede
ser totalmente desagradable, lo mismo puede suceder con
un volumen alto de tequila.

Perspectivas

La técnica analitica de GC-O es hoy en dia la mas utilizada
para estudiar problemas relacionados con la generacién
de componentes aromaticos agradables o desagradables,
sobre todo en alimentos, ya sean éstos sélidos o liquidos
y durante cualqguier etapa de su elaboracién y alma-
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cenamiento. Es importante mencionar que también es
muy utilizada en la produccién de muchos otros productos,
como perfumes, por ejemplo, asi como en la investigacién
de compuestos volatiles generados por plantas,
microorganismos y en el desarrollo de tumores
cancerigenos: se han podido diagnosticar enfermedades
a partir de la deteccion de las emanaciones volatiles que
se generan Unicamente durante la manifestacion de una
enfermedad. @

Notas
1. C.R. Stampanoni, Lebensm. Technol. 234 (1992).

2.S.M. Benny TL. Peppard, J. Agric. Food Chem. 44,
557 (1996).

3. M.G. Lépez, en Flavor Chemistry of Ethnic Foods, E
Shahidi v J.C. Ho, Eds. (Plenum, 1999) p. 211.

4. TE. Acree, Anal. Chem. 69, 170A (1997).
5. M.G. Lépez v J.P Dufour, en Gas Chromatography

Olfactometry. The State of the Art, J.V. Leland et al.,
Eds. (American Chemical Society Series 2001) p. 62.
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