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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

En los ultimos 50 afios, el mejoramiento tradicional de plantas, combinado
con précticas agricolas perfeccionadas y enriquecido con tecnologia
moderna, haincrementado la produccidn-agricola destinada ala alimenta-
cién humana y animal. La ingenieria genética ofrece, por medio de la
biotecnologia agricola, nuevos elementos de anélisis a nivel de las molécu-
las, las células y los tejidos para comprender mejor las caracteristicas
agrondmicas de las plantas y, por consiguiente, para manipularlas.

Tanto la ingenieria genética —también llamada tecnologia del ADN
recombinante— como la biologia molecular en general se estan aplicando
actualmente para modificar caracteres unigénicos como la resistencia
vegetal a virus e insectos, o el incremento de la calidad nutricional de las
plantas mediante una proteina rica en aminoacidos esenciales y codificada
por un solo gen. En los dltimos 15 afios se ha levantado, en el campo
agricola, una gran pirdmide de conocimientos basicos y aplicados que
crece con rapidez.

El cultivo de tejidos vegetales in vitro se ha convertido en el eje sobre el
cual giran las nuevas tecnologias del mejoramiento genético de las plantas
y un mejor conocimiento de los procesos genéticos y fisiolégicos de éstas.
Las condiciones medioambientales del cultivo in vitro (luz, temperatura,
hormonas, nutrimentos) favorecen, en gran medida, esa tendencia, porque
son controlables y facilitan por ello el aprendizaje de los procesos biol4gi-
cos involucrados en el desarrollo de las plantas.

Elfitomejoramiento, es decir, la introduccion de caracteristicas ttiles en
las plantas por medio de las técnicas tradicionales de Mendel, ha trasfor-
mado el mundo haciendo la llamada ‘revolucién verde’. Sin embargo, las
técnicas tradicionales son dispendiosas y consumen gran cantidad de
tiempo para seleccionar y establecer una caracteristica particular y desea-
ble en un cultivar; amenudo, es imposible incorporar algunas caracterfsti-
cas empleando estos medios convencionales. La tecnologia del ADN
recombinante, en cambio, posee un gran potencial parala introduccién de
caracteristicas deseables en las plantas. No obstante, esta tecnologia no
debe considerarse como un fin sino como un instrumento adicional para
alcanzar el objetivo final de modificar y mejorar las plantas.

En este capitulo se describira el estado actual de 1a manipulacién gené-
tica dentro del campo del mejoramiento genético y de la nueva biotecno-
logia.
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Ingenieria genética y cultivo de tejidos

Conceptos Fundamentales

La ingenieria genética, o técnica del ADN recombinante o manipulacién
genética, podria definirse, muy ampliamente, del modo siguiente: es la
técnica con que se forman artificialmente combinaciones nuevas de mate-
rial hereditario (ADN, ARN) mediante la insercién de moléculas de 4cidos
nucleicos —producidas fuera de la célula— dentro de virus, pldsmidos
bacterianos u otro vector de 4cidos nucleicos; estos vectores incorporan las
nuevas moléculas de 4cido nucleico dentro de un organismo hospedante,
en el cual éstas no se hallan presentes en condiciones naturales pero pueden
ser replicadas. La publicacién, en 1972, del trabajo realizado en el labora-
torio del Dr. Paul Berg (Jackson et al., 1972) comenz§ el desarrollo de la
que posteriormente se llamaria técnica del ADN recombinante,

Un adelanto significativo en el desarrollo de la manipulacién genética lo
constituyeron, indudablemente, el estudio de los procesos de restriccién
(Arber y Linn, 1969) del ADN del bacteriéfago lambda y el estudio dela
modificacién del ADN (Meselson y Yuan, 1968) dela bacteria Escherichia
coli en su proceso de infeccion. El fendmeno de restriccién se debe al
fraccionamiento enzimatico del ADN infectante por medio de enzimas de
restriccion, mientras que el de modificacidn es el resultado de la metilacion
del ADN del organismo hospedante mediante enzimas metilasas, reaccion
que evita el fraccionamiento del ADN del mismo hospedante por las
enzimas de restriccion. Estas enzimas son las que mds se-utilizan en‘la
manipulacién genética. Se conocen tres clases de enzimas de restriccion,
los tipos I, II y III (Yuan, 1981). Hasta 1985 se habian clasificado y
catalogado 355 de tales enzimas (Kessler et al., 1985) y en los tltimos afios
esta lista ha crecido casi a diario. Las enzimas de restriccidn de tipo I1, que
son las m4s usadas en la minipulacién genétlca, reconocen y cortan el
ADN en una secuencia particular de tetra, penta, hexa o heptanucle6tidos
que tienen un eje de simetria rotacional. Estas secuencias se llaman tam-
bién palindromos por analogia con las palabras que se pueden leer de 1gual
manera de adelante hacia atrés y viceversa.

El Cuadro 33.1 presenta una lista de las enzimas de restriccién mas
comunes. La investigacién con enzimas ha evolucionado hasta tal punto
que ya existen enzimas sintéticas que cortan el ADNen 10s sitios especifi-
cos en que lo hacen sus homdlogos purificados de los microorganismos
(Sluka et al., 1987), Estas enzimas sintéticas combinan secuencias de
polipéptidos que identifican secuencias especificas de ADN, con secuen-
cias de polipéptidos capaces de cortar la molécula de. ADN por donde
estan aquéllas secuencias identificadas. :
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Cuadro 33.1. Lista de algunas enzimas de restriccion y de sus secuencias de segmentacién.

Microorganismo . Enzima Secuencias especificas
de origen ' ‘(abrcvia'tura) : de segmentaci6n®
Bacillus amylaliguefaciens H - BamHI . GGATCC
. CCTAGG
Escherichia coli EcoRI _ . GAATTC
. CTTAAG
Haemophilus aegyptius Haelll o GGCC .
CCGG
Haemophilus influenzae . ) HindIII : . AAGCTT
TTCGAA
Providentia stuartii 164 E Pstl CTGCAG
: GACGTC
D T
Streptomyces albus G N : Sall ) 'GTCGAC
CAGCTG.-
T

a. Las flechas:(1 | ) indican el sitio de corte.

Otro descubrimiento importante que ha impulsado la manipulacién
genética es el aislamiento de los pldsmidos bacterianos y su caracteriza-
cion. Los plésnudos son ADN extracromosémico circular que se encuen-
traen la mayorfa de los mlcroorgamsmos gram-positivos y gram—negatwos
y en algunas levaduras, pero no en eucariontes superiores (Helinski, 1979). -
Para que puedan utilizarse como vehiculos de clonamiento de moléculas
de ADN, los plasmidos deben tener las tres propiedades siguientes:

- bajo peso molecular;

- gencs que faciliten la seleccion cuando estén en células hospedantes, es
decir genes marcadores;

- sitios umcos paraelcorte con enzimas de restriccién, preferiblemente en
genes que codifiquen’ para un fenotlpo facilmente detectable.

La manipulacién de estos plasmldos paralograr laintegracién de molé-
culas ‘pasajeras’se hace fuera de las células. Una vez construido,el vector se
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trasporta dentro de una célula hospedante, la cual se encargara de multi-
plicarlo. En la Figura 33.1 se describe la genealogia de uno de los més
populares vectores de clonamiento: el pBR322 (Sutcliffe, 1979); en la
Figura 33.2 se describe una estrategia general de clonamiento con el
pBR322. El lector interesado en clonamiento de genes puede consultar el
excelente libro de Winnacker (1987).

R1ldrd19(R1)
Ap'Cm'Sm'Snf

" pSF2124
Apfl

Figura 33.1. Genealogia del plésmido pBR322 enla cual aparecen: A) replicacién depMBI;
B) el transposon Tn3 de resistencia a la ampicilina obtenido del plasmido
R1drd19; y C) el gen de resistencia a tetraciclina proveniente del pSC101.

Trasfdrmaci(’m Genética en los Vegfetales

Basicamente, hay dos sistemas para introducir-genes en-el genoima de las
plantas: la trasferencia directa y la trasferencia mediada por bacterias del
género Agrobacterium. El primero consiste en lasintroducciéon directa de
genes empleando técnicas como la microinyeccién o el bombardeo de
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A Plasmido RTA
- Amr
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Corte con
enzima de restriccion

i

Moléculas de ADN -
l / pasajero (MP) \l
Ligamiento de moléculas

Ligamiento de moléculas
pasajeras con el plasmido pasajeras con el plasmido

Corte con
enzima de restriccion

Plésmido recombinante que

Pldsmido recombinante que
posee solamente resistencia posee solamente resistencia
a tetraciclina (Tc). La MP a ampicilina (Am). La MP
inactivd el gen Am'.

inactivé el gen Tc™

Figura 33.2. Estrategiadeclonamiento enel plasmido pBR322. RTA = plasmido resistente
a la tetraciclina y a la ampicilina, MP = molécula pasajera.

particulas de oro con un acelerador de particulas. El segundo utiliza las
propiedades bioldgicas de la bacteria del suelo Agrobacterium sp. para
introducir el ADN foréneo. S

Introduccién directa de genes

Se considera que la introduccién directa de genes es.una trasformacién
de las moléculas de ADN dentro de la célula vegetal sin la mediacién de los
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microorganismos. La trasformacién puede ser mediada por sistemas que
trasporten las moléculas de ADN hasta la célula. Ejemplos de estos siste-
mas son los liposomas, la microinyeccidn, y el bombardeo con particulas
de oro.(Figura 33.3)

1. Por electrochoque
2. Por tratamiento
con PEG y Ca++

A 4

1. Por electrochoque
2. Por tratamiento
con PEG y Cat++

Figura 33.3. Métodos para trasportar ADN extrafio al interior de las células
vegetales. A) moléculas de ADN; B) moléculas de ADN encerradas en
* liposomias; C) microinyeccién de ADN; D) bombardeo con particulas

de oro o de tungsteno que: contienen ADN, R’& = molécula.
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La introduccién directa de moléculas de ADN ex6genas ha hecho
posible la trasformacién de protoplastos (Paszkowski‘et al., 1984; Hain et
al., 1985). Existe, sin embargo, una gran limitante: deben establecerse
sistemas de obtenci6én de protoplastos y de regeneracién de plantas a'partir
de ellos. Lafalta de estos sistemas es especialmente notoriaen los cereales;
solamente en el arroz existe un sistema de regeneracion a partir de proto-
plastos (Kyozuka et al., 1987). Como solucién a esta limitante, se desarro-
116 la inyeccién directa de moléculas de ADN en los retofios florales (de la
Pefia et al., 1987) y la llamada agroinoculacién (Grimsley et al., 1987).
Otro de estos sistemas promisorios es la microinyeccién de moléculas de
ADN en embriones, ya que se pueden regenerar plantas a partir de ellos
- (Neuhaus et al., 1987).

Se desarrollé recientemente un novedoso sistema de introduccién de
ADN en la célula: en €l se utilizan microproyectiles a alta velocidad como
trasportadores del ADN (Klein et al., 1987). Las moléculas de. ADN,
atrapadas dentro de particulas de oro, son disparadas a la célula mediante
un acelerador de particulas. Este sistema ha demostradosueficienciaen la
trasformacién de la soya (MaCabe et al., 1988).

Introduccion de genes mediada por Agrobacterium

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria del suelo gram-negativa,
que causa la enfermedad llamada ‘agalla de la corona’en la mayor’ia de las
plantas dicotiled6neas y en algunas monocotileddneas; la bacteria infecta
la plantaen el sitio de una herida (de Cleene y de Ley, 1976). Las células de
la agalla de la corona tienen dos caracteristicas principales: 1) producen
sustancias denominadas opinas que no estdn presentes en las células
normales (Murai y Kemp, 1982), y 2) tienen la capacidad de proliferar
indefinidamente en un medio de cultivo sin necesidad de hormonas de
crecimiento (White y Braun, 1942).

Las opinas son derivados de intermediarios comunes en las rutas meta-
bélicas. La produccign de opinas especificas —por ejemplo, de octopinay
de nopalina— depende de la cepa de Agrobacterium que induce el tumory
no de la especie vegetal hospedante (Petit et al., 1970). La bacteria que
infectala planta usa estos compuestos como fuente de energia, de carbono
ydenitrégeno. Latrasformaci6n de las células de la planta, después de ser
infectadas por Agrobactertum, se debe a un plasmido de elevado peso
molecular (200 kilopares de bases) denominado plasmido-Ti, que es tras-
portado por Agrobacterium (van Larebeke et al., 1974). Més exactamente,
un fragmento del pldsmido-Ti es trasferido al genoma de la planta y se
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expresara mas tarde (Chiltonet al., 1977). El fragmento trasferido se llama
ADN-T, en las células de la planta, y region-T, en el pldsmido bacteriano.

Para laintegracion del ADN-T en el genoma de la planta es indispensa-
ble, primero, una secuencia de 25 pares de bases (bp) de repeticion directa
que se encuentra a ambos lados de laregion-T (Zambryski et al., 1980). El
segundo componente indispensable para esaintegracién de la region-T son
los denominados genes vir. Estos genes no son trasferidos al genomade la
planta, sino que actiian en trans sobre la region-T para promover su
trasferencia (Hoekema et al., 1983). El ADN-T estd conformado por dos
grupos de genes: un grupo responsable de la morfologia del tumor, y otro
responsable de su crecimiento sin necesidad de hormonas (Schell et al.,
1984). Esta clase de parasitismo de Agrobacterium en las plantas, por-el
cual el parasito (Agrobacterium) no soélo se adapta a las propiedades del
hospedante (planta) sino que cambia especificamente las propiedades
genéticas de éste, ha sido llamado colonizacién genétlca (Schell et al,,
1979).

Considerando la biologia del proceso de infecciéon de Agrobacterium
descrito anteriormente, es evidente que, desde el punto de vista préetico,
no todas las caracteristicas de ese proceso son necesarias. No hay necesi-
dad de plantas que expresen opinas ni nadie desea plantas con tumores.
Los conocimientos actuales sobre el proceso de trasferencia y de expresién
del ADN-T en las plantas permite modificar los pldsmidos-Ti para conver-
tirlos en convenientes y eficaces vectores de genes en las plantas.

Para la trasferencia de la region-T, lo unico indispensable son las
secuencias en los bordes de esa regién y, 16gicamente, los genes vir. Esto
quiere decir que, si la parte interna de la reglén-T ha sido escindida del
plamido-Ti, éste deja dé ser oncogénico y las células obtenidas de la
infeccién con el plasmido mantendran su capacidad regenerativa. Es nece-
sario, sin embargo, desarrollar métodos para remplazar los genes de la
region-T, si se quiere utilizar el plésmxdo-Tx COmo Vector.

Haydos métodos para lograr este remplazo de genes ¢ introducir ala vez
genes en las plantas. El primero, denominado de los vectores cointegran-
tes, se basa en el uso de un pldsmido-Ti en el cual los genes de la regién-T
han sido remplazados por las secuencias de un plasmido de clonamiento en
E. coli, como el pBR322; de este modo, un gen determinado, clonado en
pBR322, puede cointegrarse con el plasmido-Ti porla via de una recombi-
nacién homoéloga (Zambryski et al., 1983). El segundo sistema, denomi-
nado. vector binario, se basa en lainteraccidon de dos plasmidos compati-
bles: uno que trasporta los genes vir y-otro que trasporta el ADN-T (junto
con el gen de interés ) y las secuencias que le confieren la capacidad de
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replicacién en bacterias de los géneros Escherichia y Agrobacterium
(Hoekema et al., 1983). .

Los explantes vegetales utilizados para la trasformacién mediada por
Agrobacterium han sido muy variados: protoplastos (Fraley et al., 1983),
discos de hojas (Horsch et al., 1985), embriones somaticos (McGranahan
et al.,, 1988) y meristemas apicales (Ulian et al., 1988). La Figura 33.4
presenta un diagrama de algunas alternativas de trasformacion.

Aplicacién de las Tecnologias de Introducciéon
de Genes en Vegetales

Varias estrategias se aplican en ingenierfa genética para obtener plantas
tolerantes a virus, patégenos e insectos, resistentes a los herbicidas, y con
mejor calidad nutricional.

Plantas tolerantes a infecciones virales

La introduccién de genes dentro de las plantas es una téchica muy
promisoria para lograr plantas tolerantes a infecciones virales. Se introdu-
cen entonces genes Virales que detengan el desarrollo del virus en la planta,
o impidan su difusién entre una y otra célula, o reguléen la produccién de
particulas virales.

Proteccién cruzada ha sido un término ampliamente utilizado para
identificar la proteccién obtenida por una planta después de su inocula-
cién con una cepa benigna de un virus, que la protejeria de la infeccion
causada por una cepa virulenta del mismo virus. Esta metodologia es
bastante eficaz pero tiene las siguientes limitaciones desde el punto de vista
préctico: a) la cepa benigna del virus puede convertirse, después de un
proceso de mutacién, en una cepa altamente virulenta que causaria a la
postre pérdidas en vez de proteccidon; b) una cepa viral puede ser benigna
para un tipo de planta pero muy virulenta para otro, por-lo cual no es
recomendable distribuir el virus directamente en el campo.

Estas limitaciones podrian superarse si la proteccién dependiera de la
planta, es decir, si ella fuera la expresién de un gen y no el resultado de la
infeccién de un virus completo. Publicaciones recientes demuestran la
veracidad deesta hip6tesis (Abel et al., 1986; Nelson et al., 1988) porque se
obtuvieron plantas de tomate tolerantes ala infeccién causada por el virus
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CAgrbbaclerium tumefaciens )_'

Vectores cointegrantes Vectores binarios
: . planta_ regioén vir

Discos de hojas” * Embriones somaticos - ’ Metistemas apicales

Infeccién con
A. tumefaciens
desarmado
N :
J, o Cocultivo- )
" N\ .

24 hr - -~ 30min o 30 min -
Trasferencia a medio con ) Proliferaciéon de Matar bacterias con
Cb para matar la embriones Cb y seleccionar
bacteria y con Km secundarios : trasformantes con Km

para seleccionar trasformantes

N
‘ Seleceién de
embriones trasformados

R
Regeneracion de

plantas trasgénicas

Figura 33.4. Introducciénde genesen las plantas mediada por A. rumefaciens. (Enel
pldsmido ‘desarmado’ los genes que inducen tumores han sido elimi-
nados.) Cb = carbenicilina; Km = kanamicina.
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del mosaico del tomate (ToMYV); las plantas eran trasgénicas, y expresa-
ban un gen introducido por A. tumefaciens que codifica parala proteina de
la capsida del virus del mosaico del tabaco (TMV), un virus estrechamente
relacionado con el ToMV.

La proteccién cruzada se obtiene también introduciendo genes que
codifiquen para los acidos llamados ARN satélites. Estos son especies de
ARN que se encuentran asociadas con cepas de ciertos virus; se replican en
células infectadas por el virus particular del cual ellos dependen y, puesto
que quedan empaquetados con el ARN viral en la particula viral, acompa-
fian a los virus de un tejido infectado de la planta a un nuevo sitio de
infeccién. Lo interesante de estos ARN satélites es que reducen, a veces en
gran medida, la severidad de los sintomas de la enfermedad causada porel
virus que ellos acompafian. Se obtuvieron plantas trasgénicas de tabaco
que demostraron tolerancia al virus del mosaico del pepino (Harrison et
al,. 1987) y al virus de las manchas en anillo del tabaco (Gerlach et al.,
1987). La estrategia empleada fue la introduccién dentro del tabaco de
genes (moléculas de ADN) que, al ser trascritos, resultaban ser ARN
satélites del tipo descrito, es decir, los que atentian sintomas de enfermeda-
des virales.

Es posible también conferir tolerancia a los virus utilizando métodos
que regulen la expresién del ARN viral, una vez se halle éste dentro de la
célula. Esto es posible empleando los llamados ARN de antisentido. La
regulacion dicha consiste en que los ARN de antisentido participanen la
sintesis de moléculas de ARN pequefias que no codifican para ninguna
proteina, pero tienen un alto grado de complementariedad con un segundo
ARN con el cual se pueden hibridar. Este tipo de regulaciéon fue descu-
bierto primero en procariontes, y en todos los casos descritos hasta el
momento los ARN de antisentido actian como represores del mARN
funcional. Unadetallada revisién de los ARN de antisentido fue hecha por
Greenet al. (1986). Estas secuencias han sido llamadas también secuencias
de interferencia con el mensajero (micARN), y pueden construirse de
manera que sean complementarias de los ARN virales. Recientemente se
han construido secuencias de ADN que codifican para ciertos micARN
que son complementarios, por el extremo 5°, de algunos virus ARN de
plantas tropicales.! Estas secuencias de ADN se podrian introducir en
plantas y se espera que les confieran proteccién regulando en ellas la

L. Jaynes, J. Informacién sin publicar.
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expresiéon del ARN viral. En la Figura 33.5 se esquematiza la estrategia
general para lograr el control de enfermedades virales utilizandolos ARN
de antisentido.

Plantas tolerantes a los insectos y resistentes a los herbicidas

Hay dos estrategias prometedoras para inducir en las plantas resistencia
a los insectos: la resistencia conferida por la toxina de la bacteria Bacillus
thuringiensis, y 1a accién de los inhibidores de proteasas inducidos por
heridas causadas en la planta.

La bacteria Bacillus thuringiensis produce un polipéptido activo contra
varias especies de insectos. Durante la esporulacién, la bacteria produce
una delta-protoxina que se almacena en cuerpos de inclusién celular; una
vez ingerida por un insecto susceptible, la toxina es solubilizada y cortada
por proteasas en el tracto digestivo del insecto, y se forma entonces el
principio activo de 1a toxina. Hay varias cepas bacterianas que producen
delta-toxinas diferentes; por ejemplo, la cepa israelensis es activa contra
las especies del orden Diptera, mientras que la cepa berlinerlo es contralas
especies del orden Lepidoptera. Las delta-toxinas se consideran un sistema
interesante de biocontrol puesto que afectan de manera especifica un
grupo de insectos; ademads, han sido utilizadas durante mucho tiempo
como insecticidas biolégicos seguros. Para obtener plantas resistentes se
clonaron varios subfragmentos del gen que codifica parala delta-toxina de
la cepa berliner, y se introdujeron en las plantas de tabaco utilizando A.
tumefaciens como vector (Vaeck et al., 1987). Las plantas regeneradas
produjeron suficiente toxina como para asegurar su proteccién cuando
fueran atacadas por la larva del gusano del tabaco. Este nuevo gen fue
trasmitido como un caracter dominante a las siguientes generaciones. Un
gen similar ha sido introducido también en el tomate y, de igual manera, le
confiere resistencia a los insectos (Fischhoff et al., 1987).

Como se mencioné antes, otra estrategia interesante son los genes que
codifican para los inhibidores de proteasas producidos después de que se
ha causado una herida a una planta, ya sea mecanicamente o por la accién
de un insecto; cuando asi ocurre, se liberan, de manera sistematica, facto-
res que inducen la produccién de inhibidores de proteasas. Estos inhibido-
res estan dirigidos contra las proteasas del insecto y no contra las de la
planta, de modo que interfieren con la digestién del insecto protegiendo asi
ala planta. El gen que codifica para el inhibidor de la tripsina, clonado de
una leguminosa (Vigna unguiculata), fue introducido en plantas de tabaco
y demostré que daba una resistencia mucho mas general al ataque de
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insectos herbivoros de lo que se podria esperar de las delta-toxinas (Hilder
et al., 1987).

El uso de herbicidas para reducir las pérdidas en la produccién de las
especies vegetales econdmicamente importantes se ha convertido en una
prictica frecuente en la agricultura moderna. La industria moderna ha
producido herbicidas muy efectivos y seguros para los animales y, en
general, para el medio ambiente. Estos nuevos herbicidas inhiben en la
planta vias biosintéticas especificas en la produccién de aminoacidos y,
por lo regular, no pueden discriminar entre una maleza y la especie
cultivada. Para enmendar esta limitacién, se han producido plantas tras-
génicas capaces de modificar el herbicida para que no tenga efectos téxicos
en ellas (de Block et al., 1987). El gen que codifica para la enzima fosfino-
tricina acetiltransferasa (PAT) ha sido clonado del hongo Streptomyces
hygroscopicus (Thompson et al., 1987). Esta enzima confiere resistencia al
herbicida fosfinotricina, que es un potente inhibidor de la glutaminosinte-
tasa (una enzima clave en la regulacion del metabolismo del nitrégeno).
Las plantas transgénicas que contienen el gen que codifica para PAT son
resistentes a altas concentraciones del herbicida fosfinotricina.

Mejoramiento de la calidad nutricional de los cultivos

El contenido de proteina nutritiva de las plantas se considera bajo si se
compara con el de fuentes proteicas animalgs. Por otro lado, la calidad
nutricional de las proteinas se determina segin su contenido de aminodci-
dos esenciales. Los aminodcidos, componentes estructurales de las protei-
nas, se clasifican en no esenciales, o sea, que pueden ser sintetizados por el
organismo animal, y esenciales, que deben ser suministrados en la dieta.
Algunas proteinas de origen animal, como la ovoalbimina, tienen un gran
valor nutritivo ya que poseen un alto porcentaje de amino4cidos esencia-
les: 22.8% de sus nutrimentos corresponde a lisina, metionina, triptofano,
treonina ¢ isoleucina, que son los cinco amino4cidos esenciales més esca-
sos en las gramineas. Este porcentaje contrasta grandemente con el conte-
nido de aminoacidos esenciales de las gramineas, que es de aproximada-
mente 13%.

Enlos paises semitropicales y tropicales, las dietas son nutricionalmente
inadecuadas porque carecen, principalmente, de proteinas de alta calidad
nutritiva. Las deficiencias en amino4cidos esenciales de los alimentos
basicos del tropico (cereales y tubérculos) son ampliamente conocidas. El
Cuadro 33.2 presenta la cantidad de aminodacidos esenciales contenida en
determinada unidad de alimento derivado de algunos de los cultivos de
mas consumo en las regiones tropicales. ‘
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Cuadro 33.2. 'Amino4cidos esenciales® contenidos en una cantidad calérica de alimento

(500 g).

Aminoécido Requerimi(:ntosb _Conte¢nido de aminodacidos (g) en:

(g/ dia) Arroz. .. Trigo . Mafz Cebada Papa Yuca Soya
Histidina 0.60 074 104 098 095 015 009 47
Isoleucina 2.23 148 ~ 7203 250 1.75 044 0.16 - 9.1
Leucina 266 7276 7 °337-°585 330 050 0.23 13.8°
Lisina - 1.83 1,08 . 1.34::°090 1.60:.0.54 023 123
Metionina . 080 0.61 . 099..1.21 .© 0.77 . 013 0.04 29
Fenilalanina 1.70 1.55. 248 1.96 246 044 . 0.16 8.9
Treonina 1547 118 149 144 168 040 016 77
Triptofano 1040 “0.034 060 0234 0.60 0.11 007 23 -
Valina ‘ 1.86 2.12 2.13 2.07 244 054 0.17 9.7

a. La producciéon presé.ntada aﬁui supone ﬁhe_ la protefna se encuéntra biodisponible en un 100%; por
tanto, estas cifras sobrestitan la produccién de aminoAcidos esenciales.
b. Los requerimientos en g/dia han sido determinados por la FAQ:para un nifio de 20 kg,

-

Una estrategia para corregir esos defectos nutricionales es la sintesis e
introduccién de genes que codifiquen para proteinas homopoliméricas (o
sea, que contengan un solo tipo de aminoécido) o:para proteinas confor-
madas por la repeticién de 2 6 3 amino4cidos esenciales. Se han sintetizado
y clonado los genes Sp44(1), Sp44(2), Sp47(1) y Sp47(2) (Figura 33.6), que
codifican para los polipéptidos poseedores de un- alto contenido de los
aminodcidos esenciales maslimitantes (lisina; triptofano, metionina, treo-
nina e isoleucina) de una dieta a base de cereales y tubérculos.?

Conclusiones y Perspectivas

Parece evidente, por lo expuesto en este capitulo que las técnicas de
manipulacién genétlca son importantes en el contexto general de la agri-
cultura moderna. La biotecnologia agricola se encargara de conectar areas
basicas de biologia molecular y de biologia celular con las practicas
agricolas tradicionales; esta labor de conjunto: producir4 las nuevas varie-
dades de plantas que se cultivaran en los proximos 15 a 20 anos en los
paises industrializados. . ~ :

2. Jaynes, J. Comunicacién personal.
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Codones usados

AAA=LYS
AAG=LYS
TGG=TRP |- Oligonucleétidos
ATG = MET- Se produjeron artificialmente
ATC=ILE - PAAGAAATGGATG . @ oligonucleétidos que codificaban
ACG = THR - TTCTTTACCTACp. para amino4cidos esenciales (A)
CAT = HIS ) _ y otros que posefan sitios de
CCA = PRO . @ pACGATC reconocimiento para enzimas de
TTT = PHE TGCTAGp restriccién (B). Ambos ’
CIT =LEU oligonucleétidos fueron mezclados
pTTTGAATTCGGG en presencia de la polimerasa
I——H AAACTTAAGCCCp del T4, y sg obtuvo asi su
polimerizacién.

Extremos cohesivos

-resultantes de la:
digestiéon con:
EcoRI

Las cadenas polimeras fueron
tratadas con enzima de
restriccién de EcoRI (para
obtener las cadenas de longitud

P clonadas en E. coli.

* Plasmido

- pBR325

Gen de resistencia a la
resistencia ampicilina
a la tetraciclina '

EcoRI
EC fep

Vi —
+ EC |
EcoRI

Asl se obtuvieron cerca

de 50 clones que, al ser
caracterizados, demostraron
que el ADN sintético habfa
sido ingorporado en el
plasmido pBR325.

Se seleccionaron dos clones
que fueron denominados

SP44 y SP47.

Célula de E. coli
que contiene el
plasmido
recombinable

Figura 33.6. Construcciény clonamiento de ADN sintético. EC = extremo cohesivo

(AATT); fcp = fragmento de la cadena polimerizada.

deseada) y fueron ligadas con pBR325
tratado con EcoR1I; luego fueron
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Conviene anotar que las técnicas de cultivo de tejidos y de células en
condiciones in vitro despojan de realidad la llamada ‘ventaja del trépico’.
Esta ventaja conferia a los paises de la zona t6rrida, que generalmente se
consideran paises subdesarrollados o en vias. de desarrollo, un factor
importante para la consecucién de divisas, ya que se encargaban de la
produccién y exportacién de los cultivos que solamente crecian en esa
zona. Hoy, en cambio, los paises en vias de desarrollo deben tomar parte
activa en el desarrollo de la biotecnologia agricola con miras a evitar una
dependencia agricola que hace tan s6lo unos pocos afios se hubiese creido
imposible.
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