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INTRODUCCION

La biotecnologia, de acuerdo a Garcia (2005), en su mas
estricta definicién, es el conjunto de procesos industriales
que implican el uso de los sistemas bioldgicos, es también
la aplicacion de los principios de la ciencia y la ingenieria
al tratamiento de materias por medio de agentes bioldgi-
cos en la produccién de bienes y servicios. Sin embargo,
desde el punto de vista cientifico, es toda técnica que utili-
ce organismos vivos o sustancias de éstos para hacer o mo-
dificar un producto, mejorar plantas o animales, incluyendo
el desarrollo de microorganismos con atributos especiales
para usos determinados. En esta sesion se reportan datos ob-
tenidos en el desarrollo cientifico sobre diferentes temas de
interés. En el campo de las aflatoxinas (compuestos carci-
nogénicos, teratogénicos) que contaminan al maiz, dado el
impacto en la produccién agricola, pecuaria y en la salud
humana, se reportan datos sobre la contaminacién en campo
y almacén y se hace especial énfasis en la legislaciéon que
regula la contaminacién de alimentos y forrajes por estas
micotoxinas en México. En relacién a la nutricién de culti-
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vos agricolas, se analiza el significado de la reduccién bac-
teriana de Fe en la nutricién vegetal y se plantea el desarro-
llo de consorcios microbianos de bacterias ferrireductoras
para mejorar la absorcidn del fierro y la fijacion del nitrége-
no en plantas leguminosas. Con respecto a la produccion
del disacdrido trealosa por microorganismos simbidticos y
su significancia en la generacion de cultivos tolerantes al
estrés hidrico, se documenta el papel de la inoculacién de
las plantas con cepas microbianas eficientes en la produc-
cion de trealosa, en la simbiosis Rhizobium-Phaseolus vul-
garis, bajo condiciones de estrés. De igual manera, la plati-
ca sobre la sintesis de los alquilresorcinoles (AR) por
bacterias comunes del suelo (A. vinelandii) resultd de inte-
rés biotecnoldgico dado el efecto antiftingico, antibacterial
y antitumoral de estas sustancias. A continuacion se presen-
ta de manera mds detallada informacion relevante sobre
cada uno de estos temas
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Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos secunda-
rios producidos por Aspergillus flavus y A. parasiticus,
cuando estos hongos crecen en diversos cereales. De las
cinco aflatoxinas existentes, la mas importante es la B, de-
bido a su capacidad carcinogénica y mutagénica. Ademads,
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su presencia en alimentos para humanos y animales esta
correlacionada con cancer hepatico y muerte, i.e. en el
2005 en Kenia se reportaron 125 individuos muertos por
ingestién de alimento contaminado con aflatoxina (Lan-
yasunya et al., 2005); y con supresion del sistema inmune
y baja eficiencia terminal en la produccién pecuaria (Task
Force Report, 2003). El maiz se contamina tanto en campo
como en almacén y los factores determinantes para la sin-
tesis de AFB, en ambas circunstancias son: temperatura 28
°C, humedad relativa de 85%, contenido de humedad del
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grano (18%) y presencia de insectos, como los gusanos ba-
rrenadores del maiz que son portadores de las esporas de
los hongos. La contaminacién del maiz con aflatoxinas es
muy importante para México debido a que: 1. es el pais
donde el maiz es utilizado principalmente para consumo
humano, como tortilla: i.e. 325 g de tortilla /dia/ per cépita
y 2. importa alrededor de 6 millones de toneladas de maiz
al afio. Existen datos oficiales de que en 1984 fueron im-
portadas 576,250 toneladas de maiz amarillo calidad US2
con 20 ug/kg de AFB,. Es muy importante mencionar que
la técnica més antigua (5,000 afos) utilizada en México
para transformar el maiz en tortilla es la nixtamalizacion.
Se ha demostrado, por diferentes autores (Guzmén-de-
Peiia, et al. 1995) que la nixtamalizacién destruye del 95
al 100% de las aflatoxinas en maiz naturalmente contami-
nado por estas sustancias. Utilizando pollos de 8 dias de
edad se ha demostrado que 50 gramos de masa contenien-
do 3.6 ug de AFB, al dia durante 8 dias no causa ni pérdi-
da de peso ni muerte en los animales. Por el contrario, 50 g
de masa conteniendo 30 pug de AFB / por dia durante 8
dias causa la muerte de los animales asi tratados. Existen
datos que ilustran que la ingestion de concentraciones ba-
jas de AFB1 durante largo tiempo puede causar cancer de
intestino, de piel y otras reacciones toxicas. De ahi que lo
ideal seria utilizar maiz para consumo humano con un
maximo de 2 ug/kg de AFB, tal como se ha establecido en
la Unién Europea para diferentes alimentos. Es importante
mencionar que los andlisis de harina de nixtamal obtenida
por procesos industriales de nixtamalizacién y comerciali-
zadas en la zona metropolitana de Guadalajara, indicaron
que la concentracién mas alta de AFB! fue de 16.9 y la
mads baja de 1.1 pg/kg. Estos datos sugieren que la nixta-
malizacién es una técnica que deberd ser tomada en cuenta
dentro del paquete tecnoldgico para resolver la contami-
nacion por aflatoxinas.
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Los datos obtenidos sobre la contaminacién de maiz
por AFB, en campo ilustran claramente que existen regio-
nes en donde la concentracién de AFB1 es alta, por ejem-
plo en varios municipios de Tamaulipas en 1989 hubo
maiz con concentraciones de 125 ug de AFB,/ kg; tam-
bién existen regiones como el Bajio Guanajuatense donde
la concentracién de estos contaminantes es baja, ya sea
por infestacion natural o por infestacién artificial con un
hongo toxigénico muy estable. La concentracién mds alta
fue de 8.8 pg/kg en la infestacion natural evaluada en tres
genotipos diferentes y la artificial de 24.7 ug/kg. Estas
mismas diferencias se observan cuando el maiz estd alma-
cenado, asi, regiones de baja humedad relativa y tempera-
tura son las mds favorables para mantener bajos niveles de
contaminacion. Estos datos serdn utiles para establecer un
paquete tecnoldgico integral, desde el campo, durante el
almacenamiento y transformacién del maiz, para el con-
trol de la contaminacién por AFB,. Ademds, deberén ser
incluidas todas aquellas medidas legales que aseguren el
cumplimiento de la norma en maiz nacional e importado,
permitiendo asi, la reglamentacién y vigilancia, de la con-
taminacion del maiz para consumo humano.
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La insolubilidad extrema del Fe(III) hace que su defi-
ciencia sea la més extendida entre los micronutrimentos en
plantas y una de las mds dificiles de corregir. Esta defi-
ciencia se acrecienta exponencialmente conforme aumen-
ta el pH del suelo.

Las plantas han desarrollado mecanismos de adapta-
cién que movilizan el Fe hacia la rizosfera (Romheld
1987), los cuales se han dividido en dos estrategias. I) Pre-
sente en la mayoria de las plantas superiores, incluye un
aumento en la reduccién Fe(II) a Fe(IT) en la superficie de
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la raiz por una ferricoquelato reductasa, enzima que se in-
activa a pH alcalino, siendo éste el paso limitante para la
adquisicion de Fe por la plata. II) Presente en gramineas,
consiste en la liberacién de fitosideréforos que quelan
Fe(III) con alta afinidad, y un sistema de captacion de es-
tos; es un sistema altamente especifico que no reconoce
moléculas sintéticas o sideréforos bacterianos y no es sen-
sible a pH del suelo (Romheld 1987). Asi mismo, se ha de-
mostrado que los microorganismos desempefian un papel
central en la obtencién de Fe en diversas plantas (Masalha
et al., 2000) manteniendo un suministro continuo de Fe
suficiente para solventar las necesidades de la planta por
medio de la sintesis de sideréforos bacterianos. Ademds,
en el suelo existen bacterias ferrirreductoras, que reducen
Fe(III) a Fe(IT) de forma desasimilatoria como parte de su
metabolismo fermentativo, una hipétesis complementaria
es que estas bacterias contribuyen de forma importante al
suministro de Fe de la planta al aumentar su concentra-
cion en la rizosfera (Duarte Sotelo et al. 2004). Nuestros
estudios muestran una mayor proporcion de bacterias ferri-
rreductoras en la rizosfera de plantas con estrategia I vs
plantas con estrategia II, sugiriendo que las primeras esti-
mulan a poblaciones de bacterias ferrirreductoras, mientras
que las plantas con estrategia II no lo hacen. Experimentos
realizados en frijol y alfalfa (Leguminosas, estrategas I)
muestran que éstas incrementan su contenido de Fe y clo-
rofila, cuando son inoculadas con las cepas bacterianas fe-
rrirreductoras Bacillus megaterium UMVCI1, Arthrobacter
agilis UMCV2, y Stenotrophomonas maltophilia UMCV3
y UMCV4.

Por otro lado es un hecho conocido que en México se
han invertido grandes esfuerzos para incrementar la efi-
ciencia en la fijacién de nitrégeno en plantas de frijol me-
diante la inoculacion con cepas elite de Rhizobium, sin
embargo un andlisis retrospectivo de 46 experimentos de

inoculacién en campo realizados entre 1977 y 1991 mues-
tra que en menos del 50% de los casos se logrd igualar el
suministro de nitrégeno a la planta que tuvieron los res-
pectivos controles fertilizados con N (Castellanos et al,
1995), mostrandose la ineficacia global de estas inocula-
ciones. Estos experimentos fueron realizados en suelos
con pH neutro o alcalino, suelos que cubren mas de la mi-
tad del territorio nacional. Dado que i) el Fe es fuertemen-
te demandado por muchas leguminosas, ii) que estas plan-
tas suelen ser cultivadas en suelos neutros y alcalinos, iii)
que frecuentemente reciben inoculantes para incrementar
la fijacién simbidtica de nitrégeno, y que iv) la disponibi-
lidad de Fe para la planta es un factor limitante para la fi-
jacion simbidtica de nitrégeno; nuestros resultados abren
como perspectivas biotecnoldgicas atractivas el desarrollo
de consorcios bacterianos que pueden ser incorporados
exitosamente a inoculantes ya aplicados, con el doble ob-
jetivo de incrementar la absorcién de Fe y la fijacién sim-
bidtica de nitrégeno.

Agradezco a Claudia Duarte-Sotelo, Crisanto Velds-
quez-Becerra y Erasto Herndndez-Calder6n cuyos resulta-
dos sustentan este trabajo y al fondo SEP-Conacyt por el
apoyo econdmico a este trabajo por medio del proyecto
42899.
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La trealosa se ha utilizado en la industria para la con-
servacion de alimentos, medicinas y cosméticos, y en crio-
genia de esperma y 6vulos de diferentes mamiferos inclu-
yendo al ser humano. En la agricultura el principal
enfoque ha sido la generacién de cultivos tolerantes a de-

secacién y estrés osmotico a través de plantas transgénicas
(tabaco, arroz, algodén, trigo) que expresan los genes de
biosintesis de trealosa provenientes de levadura o E. coli,
principalmente (Valliyodan y Nguyen, 2006). Dadas las
restricciones legislativas para la liberacién de transgéni-
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cos en campo y la falta de aceptacion de este tipo de pro-
ductos en el mercado, se requieren de enfoques a corto y
mediano plazo que nos permitan el aprovechamiento de
esta peculiar molécula.

Bajo estas consideraciones, nuestro grupo de trabajo
ha desarrollado estrategias para la utilizacién del disacé-
rido. Por ejemplo, en la produccién de inoculantes micro-
bianos para la agricultura, se reporta que hasta un 90%
de las células inoculadas al suelo y/o semillas mueren en
las primeras horas debido principalmente a la deseca-
cioén. En este sentido, una alternativa viable econdmica-
mente, es la induccién de la sintesis de trealosa por los
microorganismos del inoculante per se durante su elabo-
racién mediante tratamiento osmotico favoreciendo asi
su sobrevivencia.

En las diversas simbiosis planta-microorganismo (hon-
gos y bacterias), se han reportado altos contenidos de trea-
losa, principalmente producto del metabolismo microbia-
no. Asi, en la simbiosis Rhizobium-leguminosas se ha
demostrado una mayor tolerancia a la sequia en plantas de
frijol noduladas en comparacion a plantas fertilizadas ca-
rentes de nddulos (Farias-Rodriguez, 1998), asi como una

Rev Latinoam Microbiol 2006; 48 (2): 126-130

mayor actividad del complejo nitrogenasa bajo condicio-
nes de sequia (Jiménez-Zacarias, 2004).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, nuestros resulta-
dos sugieren que la identificacion y seleccidon de pares mi-
croorganismo-planta, eficientes en la acumulacion de trea-
losa, representa una estrategia viable para la generacion de
cultivos tolerantes a la sequia, asi como en mejores atribu-
tos simbidticos (fijacién bioldgica de nitrégeno, control
bioldgico, etc.) bajo condiciones de estrés (sequia).
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Los alquilresorcinoles (AR) son lipidos fendlicos de interés
biotecnoldégico muy comunes en plantas y hongos y raros en
bacterias (Kosubek 1999). A. vinelandii es una las pocas bacte-
rias que sintetiza AR. Se desconocen la vias de sintesis de estos
lipidos fendlicos tanto en plantas como en bacterias. En este
trabajo se reporta la identificacion en A. vinelandii de los ge-
nes arsABC que codifican para proteinas con identidad a poli-
cétido sintasas y que son esenciales para la sintesis de AR.

MATERIAL Y METODOS.

La mutagénesis al azar con el transposon Tn5 se llevé a cabo
como se describe en (Segura y Espin 1998). La cuantificacion
de AR se llevé a cabo como se describe en (Segura et al 2003)

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de identificar genes cuyos productos
participan en la sintesis de AR en A. vinelandii, se cons-

truyé un banco de 2000 mutantes con el transposén TnJ.
La produccién de AR de estas mutantes se determind por
tincién con el colorante Fast-blue (el cual reacciona con
el grupo 6rcinol para dar un color rojizo). Cuatro mutan-
tes OV7, OVS8, OV10 y OV11 que permanecen blancas
después da la tincién fueron identificadas. Ensayos de
cuantificaciéon de AR confirmaron la incapacidad de estas
mutantes para producir AR. La clonacién y secuencia-
cién de los genes interrumpidos por el Tn5 en las mutan-
tes OV8 y OV11, revel6 un gene de 8 kb que llamamos
arsA, cuyo producto tiene identidad con policétido sin-
tasas tipo I (PKS I). Inmediatamente rio abajo de arsA,
identificamos otros dos genes arsBC que codifican para
policétido sintasas tipo III. La proteina ArsA contiene
cuatro dominios con identidad a proteinas presentes en
sintasas de acidos grasos: ceto sintasa KS, acil-transfera-
sa AT, proteina acarreadora de acilos ACP y cetoreducta-
sa KR. De acuerdo a las funciones cataliticas que desem-



1 30 Guzman de Peia et al Biotecnologia

Rev Latinoam Microbiol 2006; 48 (2): 126-130

pefian PKS tipo I y tipo III en otros organismos, propone-
mos que en A. vinelandii el producto del gene arsA sin-
tetiza la cadena lipidia y las chalcona sintasas codifica-
das por los genes arsBC podrian participar en la sintesis
del grupo orcinol.

Implicaciones biotecnoldgicas

Los resultados de este estudio contribuyen al cono-
cimiento y utilizacién de nuevas actividades enzima-
ticas para la produccién de compuestos de interés bio-
tecnolégico como los AR, Estos lipidos fendlicos
tienen una gran variedad de usos como antiftiingicos,
antisépticos y antitumorales. Estos resultados también
contribuirdn a la identificacién de las vias para las sin-
tesis de lipidos fendlicos en otros organismos como
las plantas.
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