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Ingenieria metabadlica:
controlando la quimica vegetal

Muchas plantas producen sustancias de interés
para el hombre. La ingenieria genética puede
manipular la forma en que las fabrican, aumen-
tando su eficiencia y logrando que produzcan
compuestos segun nuestras necesidades.

Felipe A. Vazquez Flota y Maria de Lourdes Miranda Ham

INTRODUCCION

as plantas son fuente de un gran ni-

mero de productos ttiles. Ademads

de suministrar alimentos, combus-

tibles y materiales de construccion,
nos proveen de aromas, colores, medicinas y
sabores, gracias a su capacidad para producir
compuestos denominados metabolitos secun-
darios.

Los metabolitos secundarios, también lla-
mados productos naturales, se definen como com-
puestos de bajo peso molecular, con una dis-
tribucién limitada y que no intervienen de
manera directa en el crecimiento y desarrollo
de las plantas que los producen. No obstante,
representan una interfase quimica entre las
plantas y su entorno, puesto que cumplen fun-
ciones en la atraccién de polinizadores y en la
defensa contra patégenos y herbivoros. Cada
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planta cuenta con un arsenal propio de metabolitos secunda-
rios que le permiten llevar a cabo este tipo de interacciones. Se
conocen cerca de 110 mil ejemplos, divididos en diferentes gru-
pos de acuerdo a la forma en que los fabrica la planta y a su
estructura quimica. Los terpenoides, derivados del pirofosfato
de isopentenilo, son los compuestos mas abundantes, seguidos
por los alcaloides y los fenilpropanoides. Se estima que anual-
mente se descubren cerca de 5 mil nuevos compuestos.

Ademis de las funciones ecoldgicas descritas, los metabolitos
secundarios tienen una gran importancia comercial e industrial,
ya que se utilizan en la elaboracién de colorantes, insecticidas,
perfumes, medicamentos y otros productos de consumo. Sélo por
citar un caso concreto, se estima que en los Estados Unidos el
25 por ciento de las formulaciones farmacéuticas en el mercado
contienen al menos un producto de origen vegetal. Por ello,
desde hace muchos afios se ha intentado incrementar los rendi-
mientos de estos productos en las plantas de donde se obtienen.
No obstante, debido a sus funciones, la sintesis de metabolitos
secundarios es muy sensible a las condiciones ambientales, lo
que dificulta esta tarea.



Durante los afios sesenta, con el desarrollo de la tecnologia
del cultivo in vitro de tejidos vegetales, se generaron lineas ce-
lulares a partir de varias especies productoras de metabolitos.
La independencia de las condiciones ambientales en este siste-
ma, junto con la ya entonces demostrada totipotencialidad de
las células vegetales, hizo albergar esperanzas de que la capaci-
dad de sintesis se mantendria intacta, aun en las condiciones de
desorganizacién de los tejidos que se presentan en el cultivo in
vitro. Estrategias similares a las que habfan sido exitosas para in-
crementar la produccién de metabolitos en microorganismos,
como esquemas para la seleccién de cepas sobreproductoras y la
optimizacién de la composicién de medio de cultivo, también
se aplicaron a los cultivos in vitro de células vegetales. No obs-
tante, en muy pocos casos se obtuvieron lineas celulares capa-
ces de acumular compuestos quimicos en niveles similares a los
observados en las plantas.

Estos trabajos, sin embargo, fueron importantes para com-
prender algunos aspectos de la sintesis de metabolitos secunda-
rios, como que su formacién en muchos casos requiere de cier-
to grado de organizacién de los tejidos.

La sintesis quimica de precursores marcados radiactivamente
en posiciones precisas, junto con el perfeccionamiento de las
técnicas de purificacion de proteinas y de andlisis cromatogra-
fico, ayudaron a demostrar que los metabolitos secundarios se
forman por accién de enzimas muy particulares. Las enzimas
son catalizadores bioldgicos con una gran especificidad tanto
para los sustratos que utilizan como para los productos que ge-
neran. Los avances de la tecnologia del 4cido desoxirribonu-
cleico (ADN) recombinante han elucidado los complicados sis-
temas de regulacién que operan sobre las vias de sintesis de estos
compuestos, de tal modo que actualmente se acepta que la sin-
tesis de metabolitos secundarios representa una forma de espe-
cializacién bioquimica.

El esclarecimiento de los procesos que gobiernan la sintesis
de metabolitos secundarios, junto con el aislamiento de algu-
nos de los genes involucrados en el proceso, han despertado un
nuevo interés en ellos, no sélo por el reto intelectual que signi-
fica definir sus funciones especificas, sino también con miras a
nuevas formas de explotacién comercial mediante la aplicacién
de una rama de la biotecnologia de reciente desarrollo, la inge-
nieria metabdlica.
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Durante los anos sesenta,
con el desarrollo de
la tecnologia del cultivo in vitro
de tejidos vegetales,
se generaron lineas celulares
a partir de varias especies
productoras de metabolitos

LA INGENIERIA METABOLICA COMO
ESTRATEGIA PARA LA OBTENCION
DE PRODUCTOS NATURALES

La biotecnologia aplicada a las plantas pre-
tende mejorar los rendimientos y la calidad de
sus productos derivados. Algunas de las metas
relacionadas con los metabolitos secundarios
incluyen el aumento en los rendimientos de
compuestos quimicos de interés industrial, la
obtencién de flores con nuevos colores, la pro-
duccién de alimentos y bebidas no sélo de me-
jor calidad nutritiva, sino también con aromas y
sabores nuevos, y la generacién de plantas con
una mayor resistencia a plagas y enfermeda-
des, entre otras.
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La ingenieria metabdlica busca el mejoramiento de la acti-
vidad celular mediante la manipulacién del metabolismo, uti-
lizando la tecnologia del ADN recombinante (Bailey, 1991).
Conceptualmente, el objetivo de la ingenierfa metabdlica es
aumentar la cantidad de carbono que en el metabolismo se des-
tina a la formacién de un producto de interés. Para ello, se re-

quiere de un profundo conocimiento de la ruta
metabélica que conduce a la formacién de dicho

producto, asi como de la relacién que ésta guar-

simultdneas, en coordinacién con complejos siste-

da con otras que utilicen intermediarios comunes.
La tarea no es sencilla, ya que en el medio celular
Sommp [ _— P‘: pueden ocurrir mds de mil reacciones enzimdticas

mas membranales de transporte. De manera gene-
ral, el objetivo descrito puede alcanzarse median-

te dos estrategias relacionadas entre si y que

La primera de estas estrategias contempla el

‘ involucran la manipulacién de algunas de las en-
1} 5 - I ) PI: zimas de la ruta metabdlica.

aumento del flujo de carbono hacia el producto de

mediarios hacia productos alternos (Figura 1). Es-

interés. Esto puede lograrse dirigiendo una mayor
cantidad de este elemento hacia toda la ruta, o
E} 5 [ I _— PI: bien bloqueando los pasos que desvian los inter-

to, a su vez, se consigue aumentando la actividad
de una enzima clave o bien reduciendo la de otras

terés (Figura 1). La segunda estrategia tiene que

enzimas que utilizan a los mismos intermediarios
3 } 5 —— I % para la formacién de productos diferentes al de in-

Figura 1. Estrategias para aumentar la acumulacién de
carbono en un producto determinado. El sustrato S da lu-
gar al intermediario I que es com(n para la sintesis de P,
y Pg. Py esta sujeto, ademas, a otra modificacion para for-
mar P.. Existen tres posibilidades para incrementar la
formacion de Pg: 1) aumentar el flujo de S en toda la via,
2) bloquear el paso que conduce a la formacién de P,, y
3) bloquear el paso que lleva a la formacion de P.
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ver con el bloqueo de las enzimas involucradas en

la degradacion del producto, o bien de aquellas que
lo utilicen en la sintesis de otros derivados (Figura 1). Debe no-
tarse que en ambos casos se propone modificar de manera es-
pecifica la actividad de una enzima bien definida, y que la di-
ferencia radica en la posicién que dicha enzima ocupa, antes o
después de la reaccion que genera el producto de interés. La se-
leccion de una u otra alternativa dependera del conocimiento

del que se disponga sobre esa ruta.

BASES TEORICAS PARA EL DISENO
DE UN PROGRAMA DE INGENIERIA METABOLICA

Sélo se conocen con detalle unas cuantas rutas de sintesis de
metabolitos secundarios, y en muchos casos este conocimiento
se reduce a la identidad de los intermediarios. Adem4s de esto,



el disefio de un esquema de ingenierfa metabdlica requiere la
identificacién de las enzimas involucradas en esa ruta, especial-
mente de las implicadas en los pasos limitantes. La forma mas
evidente para incrementar el nivel de actividad de una enzima
es aumentar varias veces la cantidad de la misma, para que ocu-
rra una catdlisis continua. No obstante, algunos factores que
deben conocerse antes de iniciar esta empresa incluyen la ar-
quitectura de la ruta metabdlica, el tipo
de regulacién que opera sobre las enzi-
mas que participan, y su distribucién en
el interior de la célula y a través de los
diferentes tejidos de la planta.

La arquitectura de una ruta metabdli-
ca se refiere a las ramificaciones que la

ruta presenta, y que puede variar des-  [ijhidrokaemoferol

de rutas lineales, relativamente senci-
llas, hasta intrincadas redes metabdlicas.
Puesto que los metabolitos secundarios
son derivados del metabolismo prima-
rio, la mayorfa de las rutas que conducen
a su sintesis son complejas, con diferen-
tes grados de ramificacién y por ello con
frecuencia un mismo intermediario pue-
de ser utilizado por dos 0 mds enzimas,
generando productos diferentes que se-
guirdn rutas metabdlicas distintas. En
estos casos, el aumento en la eficiencia
de la enzima que canaliza dicho sustrato
hacia la rama de interés puede dar como
resultado una mayor produccién del
metabolito. Como ejemplo, el dihidro-
kaempferol (Figura 2) puede ser el sustrato tanto para la dihi-
drokaempferol 4-reductasa, como para la flavonoide-3’-hidroxi-
lasa. El producto de la primera enzima es la leucopelargoni-
dina, un precursor para la sintesis de antocianinas, pigmentos
de las flores, mientras que la flavonoide-3’-hidroxilasa genera
la dihidroquercetina, un intermediario para la sintesis de cate-
quinas (Figura 2), compuestos con efectos antioxidantes y que
al conjugarse entre si forman los taninos (los cuales tienen im-
portancia comercial en la industria de los alimentos y para el
curtido de pieles). De este modo, dependiendo del producto
que se pretenda obtener, pigmentos o taninos, puede modificar-
se la actividad de una u otra enzima.

Es importante recordar que, en ocasiones, para lograr una
mayor catélisis no basta una mayor cantidad de la enzima. Fre-

Levcopelarqoniding

|®] Ingenieria metabdlica

{at
@ )
ﬁ "

Didroquercetinag

v

Latequienas

-— * Antocaninas

Figura 2. Un mismo intermediario (dihidrokaempferol) pue-
de dar lugar a dos tipos de productos diferentes: antociani-
nas, via leucopelargonidina, o catequienas, via dihidroquer-
cetina, dependiendo de la eficiencia de las enzimas que lo
utilizan: pHR, dihidrokaempferol 4-reductasa; F3H, flavonol
3’-hidroxilasa.
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Ademas de estos
aspectos relacionados
con el funcionamiento
propio de las enzimas,

una de las caracteristicas
del metabolismo secundario
es que generalmente
esta restringido a ciertos
tipos de células
especializadas
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cuentemente la regulacién de la actividad de una enzima se da
al nivel de la protefna misma. Tal es el caso de la inhibicién por
retroalimentacién, donde el producto de la reaccién modula la
actividad de la enzima. Este mecanismo es de gran importancia
en la regulacién de la sintesis de los aminodcidos aromdticos,
como se discute a continuacién. El dltimo intermediario comuin
para la sintesis de triptofano, fenilalanina y tirosina es el coris-
mato, el cual es sustrato tanto de la corismato mutasa como de
la antranilato sintasa. El producto de la corismato mutasa es el
prefrenato, un intermediario para la sintesis de tirosina y feni-
lalanina, mientras que el antranilato, formado por la antranila-
to sintasa, dard lugar al triptofano. El triptofano es precursor de
un gran nimero de metabolitos secundarios, como los alcaloi-
des inddlicos, y una estrategia atractiva para aumentar la sin-
tesis de éstos serfa incrementar la formacién del aminodcido
mediante el incremento en la actividad de la antranilato sinta-
sa. No obstante, esta enzima deja de funcionar cuando hay una
acumulacién excesiva de triptofano. De este modo, si las enzi-
mas que canalizan el triptofano hacia la sintesis de alcaloides
no lo utilizan con la misma velocidad con la que se produce, la
acumulacién del aminodcido conducird a la inhibicién de la an-
tranilato sintasa, impidiendo asf que su sintesis continde. Aun-
que algunas antranilato sintasas bacterianas son insensibles a la
inhibicién por triptofano, la expresién de estas enzimas en cé-
lulas vegetales no solucionarfa el problema, ya que el exceso de
triptofano también da lugar a la activacién de la corismato mu-
tasa, lo que disminuirfa la cantidad de corismato disponible pa-
ra la antranilato sintasa y la sintesis de triptofano. Por tanto,
la existencia de este tipo de regulacién debe considerarse cui-
dadosamente antes del disefio de una estrategia de ingenieria
metabélica.

Ademais de estos aspectos relacionados con el funcionamien-
to propio de las enzimas, una de las caracteristicas del metabo-
lismo secundario es que generalmente est4 restringido a ciertos
tipos de células especializadas. En ocasiones, las enzimas que
participan en la sintesis de un compuesto pueden estar distri-
buidas en mas de un tipo celular. Un ejemplo de lo intrincado
que puede llegar a ser esta distribucién es la sintesis del alcaloi-
de vindolina en Catharanthus roseus (St-Pierre et al., 1999). En
las hojas de esta planta, las enzimas involucradas en los dos pri-
meros pasos de sintesis, la triptofano descarboxilasa y la estric-
tosidina sintasa, se encuentran localizadas exclusivamente en
las células de la epidermis, mientras que aquellas involucradas
en las dos dltimas reacciones, la desacetoxivindolina 4-hidro-
xilasa y la desacetilvindolina acetiltransferasa s6lo se encuen-



tran en ciertos tipos celulares denominados idioblastos y célu-
las laticiferas. La distribucién de estas enzimas implica que los
intermediarios estdn por tanto distribuidos en tipos celulares
distintos. De este modo, para que una enzima pueda utilizar uno
de estos intermediarios serd necesario dirigir su expresién al tipo
celular correspondiente. M4s atin, en muchos casos estas enzi-
mas estan distribuidas en diferentes organelos dentro de una
misma célula. Por ejemplo, las enzimas de la sintesis de los al-
caloides de Catharanthus se hallan distribuidas en el citoplas-
ma, la vacuola, el tonoplasto, el reticulo endoplasmico y el clo-
roplasto. Este tipo de distribucién apunta a la existencia de
sistemas para el transporte de los intermediarios por lo que, au-
nado a los niveles de actividad enzimética, la eficiencia de es-
tos sistemas puede resultar un factor limitante.

HERRAMIENTAS DE LA INGENIERIA METABOLICA

De acuerdo a su definicién, la ingenierfa metabdlica utiliza
la tecnologfa del ADN recombinante para la modificacién de la
actividad enzimdtica (Bailey, 1991). Los esquemas de ingenie-
ria metabdlica pueden requerir tanto del aumento como de la
disminucién de la actividad de una enzima, si bien en ocasio-
nes serd necesario introducir una actividad nueva o modifica-
da. La expresién de un gen involucra la formacién de una mo-
lécula de 4cido ribonucleico (ARN) a partir de la secuencia de
ADN que ese gen representa (transcripcion), asi como la poste-
rior formacién de la proteina funcional a partir del ARN (tra-
duccién). La expresiéon del gen se encuentra bajo el control del
promotor, que es un segmento de ADN al que se une la enzima
polimerasa de ARN para iniciar el proceso de la transcripcién.
La rapidez y frecuencia con que la polimerasa inicia la trans-
cripcién estan moduladas por ciertas proteinas reguladoras de-
nominadas factores transcripcionales. La unién de estos factores
a sitios especificos dentro del promotor controla la expresién
génica en tejidos especificos, o bien ésta se ajusta a las condi-
ciones ambientales y de desarrollo. No obstante, existen algu-
nos promotores que pueden mantener la expresiéon continua de
un gen en todos los tejidos de una planta y bajo cualquier con-
dicién. Estos reciben el nombre de promotores constitutivos, y
representan una valiosa herramienta para la ingenierfa genéti-
ca. El promotor constitutivo mas empleado en plantas es el 35S
del virus del mosaico de la coliflor. Este promotor es, por lo ge-
neral, suficiente para garantizar la expresién constante de un
gen en todos los tejidos. Sin embargo, en ocasiones es deseable
restringir la expresién de un gen a un 6rgano especifico. Esto
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puede lograrse construyendo promotores qui-
méricos que contengan, ademds de las secuen-
cias del promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor, las secuencias que dirijan la expre-
sién de dicho gen al tejido o célula donde sea
necesario. Puesto que la mayorfa de estas se-
cuencias son universales, es posible combinar
las que ya se conozcan, atn proviniendo de es-
pecies diferentes. Mds atin, en ocasiones se re-
quiere dirigir la expresién a un compartimen-
to subcelular en particular. Esto puede lograrse
mediante la adicién de secuencias que codifi-
quen para péptidos de trdnsito, que permiten
dirigir algunas protefnas hacia un organelo es-
pecifico. Mds adelante se presentan ejemplos
que ilustran el poder de esta tecnologia.

Tan importante como la tecnologia para
disefiar y construir estos genes quiméricos es la
que permite transferirlos a plantas huéspedes.
Para ello, se requiere insertar de manera esta-
ble el nuevo gen en los cromosomas. Esto se
logra aprovechando la capacidad que tiene

De hecho, entre los primeros
objetivos de esta estrategia
estuvo la obtencion de flores
de nuevos colores,
manipulando los genes
para la sintesis
de antocianinas
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Agrobacterium tumefaciens, bacteria frecuentemente encontrada
en los suelos, para insertar segmentos de ADN en el genoma de
las plantas que infecta, o bien, bombardeando células con par-
ticulas metdlicas recubiertas con ADN. En ambos casos, sola-
mente unas cuantas células del tejido empleado resultardn ge-
néticamente modificadas, por lo que serd necesario generar
individuos completos a partir de las células que ahora contie-
nen la nueva informacién. Esto es posible gracias a las técnicas
del cultivo de células in vitro, que permiten controlar el grado
de organizacién que presentan. Asi, la culminacién exitosa de
un proceso de ingenierfa metabdlica depende de la eficiencia
de estas tres tecnologias complementarias.

EJEMPLOS DE APLICACION
DE LA INGENIERIA METABOLICA
PARA OBTENER METABOLITOS SECUNDARIOS

A continuacién se presentan algunos de logros obtenidos cuan-
do se aplicé la ingenieria metabdlica a las vias de sintesis de
productos naturales. Esta lista aumenta dia con dfa, conforme
se avanza en el conocimiento de las caracteristicas y la regula-
cién de las enzimas involucradas en estas vias.

1. La sintesis de flavonoides es un ejemplo del éxito de la in-
genierfa metabdlica, dado el profundo conocimiento que se tie-
ne de esta via. De hecho, entre los primeros objetivos de esta
estrategia estuvo la obtencién de flores de nuevos colores, ma-
nipulando los genes para la sintesis de antocianinas. El primer
resultado fue la obtencién de plantas de petunia con flores ro-
jas, al introducir el gen para la dihidrokaempferol 4-reductasa
de maiz en mutantes de petunia que producian flores blancas,
pues carecian de pelargonidina (figura 2). El producto de la di-
hidrokaempferol 4-reductasa es la leucopelargonidina que, me-
diante dos hidroxilaciones, se convierte en pelargonidina (Me-
yer et al., 1987).

2. Los carotenoides son compuestos derivados del pirofosfa-
to de isopentenilo que se producen en los plastidos. Dan color
a los frutos y funcionan como pigmentos auxiliares en la foto-
sintesis. Sus rutas de sintesis se conocen ampliamente, y por
ello se encuentran entre los blancos de la ingenierfa metabdli-
ca. La astaxantina es un ceto-carotenoide hidroxilado que se
adiciona al alimento utilizado en las granjas de salmén para que
su carne se tifia del tipico color rosa-naranja. Este pigmento se
obtiene de manera comercial por medio de un costoso proceso
de sintesis quimica, mientras que los peces en su habitat natu-
ral adquieren este color particular al ingerir el alga unicelular



Haematococcus pluvialis. Recientemen-
te, se logré la sintesis de astaxantina en
tabaco a partir del beta-caroteno. Los
nectarios de las flores en esta planta
contienen cromoplastos que sintetizan
beta-caroteno y xantofilas, pero no ceto-
carotenoides (Figura 3a). Dado que es-

tos tejidos tienen una actividad intrinse-
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staxantina

ca de caroteno hidroxilasa, la expresion b) /MM\
app

del gen de la beta-caroteno cetolasa de
H. pluvialis en ellos fue suficiente para
obtener la astaxantina (Figura 3). La
acumulacién del pigmento provocé un

cambio de color en los nectarios: de
amarillo a rojo. La expresién exclusiva

en los cromoplastos de este tejido se lo-
gré fusionando el péptido de transito
de la fitoeno desaturasa de tomate al
gen de la beta-caroteno cetolasa y de-
jando esta construccién bajo el control
del promotor del gen de la fitoeno de-

saturasa de tomate, que sélo se expresa
en frutos y flores (Mann et al., 2000).

3. En regiones muy pobres de Asia,
Africa y Latinoamérica, millones de ni-
fios sufren de severas deficiencias de
vitamina A, puesto que dependen casi
por completo del arroz como alimento
y este grano no es capaz de sintetizar
beta-caroteno, precursor de esta vita-
mina. El beta-caroteno se sintetiza a
partir del fitoeno, el cual es producto
del geranilgeranil pirofosfato, por accién de la fitoeno sinta-
sa. La introduccién de cuatro dobles enlaces al fitoeno da lugar
al licopeno, y mediante la licopeno ciclasa se genera el beta-
caroteno (Figura 3b). En plantas, se requiere de la accién de
dos desaturasas para la formacién de los cuatro dobles enlaces,
mientras que en bacterias una sola enzima, la caroteno desatu-
rasa, cataliza su formacion. El endospermo inmaduro del arroz
puede formar geranilgeranil pirofosfato, y haciendo uso de la
tecnologia del ADN recombinante se logré introducir la capaci-
dad de sintesis del beta-caroteno al insertar el gen correspon-
diente a la caroteno desaturasa de la bacteria Erwinia uredovo-
ra, y los genes de la fitoeno sintasa y de la licopeno ciclasa de

narciso. Para ello, fue necesario construir genes quiméricos

' @ Licopena

Betz-caroten

Figura 3. a) Estructura del ceto-carotenoide astaxan-
tina; b) Ruta de sintesis del beta-caroteno. GG, gera-
nilgeranilpirofosfato; psy, fitoeno sintasa; pos, fitoeno de-
saturasa; cps, caroteno desaturasa; Lcy, licopeno sintasa;
R, caroteno reductasa. La introduccion de la capacidad
de sintesis del beta-caroteno en el endospermo de arroz
se logré insertando los genes para la psy y Lcy de narciso
y el correspondiente a la cr de Erwinia.
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Figura 4. Transformacion de la hiosciamina en escopola-
mina. HeH, hiosciamina 6 beta-hidroxilasa.
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fusionando promotores y secuencias para péptidos de transito
que pudieran dirigir su expresién a los cromoplastos del endos-
permo. Estos experimentos dieron como resultado granos de
arroz con un caracteristico color dorado y con una mejor cali-
dad alimenticia, atribuida a la presencia del beta-caroteno (Ye
et al., 2000).

4. La pasta residual de la extraccién del aceite de
las semillas del nabo (Brassica napus) es rica en protei-
nas. Sin embargo, la presencia de glucosinolatos in-
délicos limita su uso como alimento para el ganado
vacuno. Los glucosinolatos son derivados sulfurados
de la glucosa y de ciertos aminodcidos, que le confie-
ren resistencia contra diferentes insectos a las plantas.
En Brassica, estos compuestos se derivan principal-
mente del triptofano. De este modo, al impedir la acu-
mulacién de este aminodcido en las semillas se blo-
quearfa la formacién de los glucosinolatos. En un
apartado anterior, se hizo referencia a la enzima trip-
tofano descarboxilasa de C. roseus, que produce trip-
tamina a partir de la descarboxilacién del triptofano.
La introduccién del gen de la triptofano descarboxila-
sa en Brassica eliminé casi por completo la acumula-
cién de los glucosinolatos en las semillas, ya que el
triptofano era rapidamente transformado en triptami-
na, la cual no participa en la sintesis de estos com-
puestos (Chavadej et al., 1994).

5. Los cultivos in vitro de raices de algunas Solan4-
ceas, como Atropa belladona y Hyoscyamus niger, produ-
cen alcaloides derivados del tropano. Estos compuestos
tienen usos médicos como agentes anticolinérgicos,
siendo la escopolamina el mas poderoso. La escopola-
mina se forma por la hidroxilacién y posterior epoxi-
dacién de la hiosciamina. Ambas reacciones son catalizadas por
la hiosciamina 6-beta-hidroxilasa, que sélo se encuentra en el
género Hyoscyamus (Figura 4). Los cultivos de raices de Atropa
acumulan grandes cantidades de hiosciamina (atropina) y la in-
sercién en ellos del gen de la hiosciamina 6-beta-hidroxilasa
produjo su conversién a escopolamina (Sato et al., 2001). Es
importante enfatizar que en este caso la formacién de plantas
completas no fue necesaria.

6. El 4cido salicilico (Figura 5) es un mediador importante
en los mecanismos de resistencia de las plantas a diferentes
patégenos. Se ha propuesto que en plantas este compuesto se
forma a partir de la fenilalanina mediante la accién de seis en-
zimas. Sin embargo, algunas bacterias pueden formarlo a partir



del corismato, por medio de las
reacciones secuenciales cataliza-
das por la isocorismato sintasa y
la isocorismato piruvato liasa. La
expresion en cloroplastos de ta-
baco de los genes para la isoco-
rismato sintasa y la isocorismato
piruvato liasa de E. coli y Pseudo-
monas fluorescens, respectivamen-
te, dio lugar a plantas con niveles
elevados de 4cido salicilico, que
también fueron resistentes a in-

fecciones virales (Verbene et al.,  wp*” »
2000). -
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En los casos presentados, las ru-
tas metabdlicas se modificaron
mediante la insercién de genes estructurales, es decir, genes que
codifican para protefnas con funciones enzimaticas. En compa-
racién con el metabolismo intermediario, la regulacién de las
rutas del metabolismo secundario es atin poco conocida. No
obstante, en los tdltimos afios se han logrado identificar y aislar
genes regulatorios involucrados en la sintesis de las antocia-
ninas y de los alcaloides indélicos (von Endt et al., 2002). Los
genes regulatorios codifican factores transcripcionales que “en-
cienden” de manera coordinada y concertada a los genes es-
tructurales. La identificacién de un nimero mayor de estos ge-
nes representard una herramienta extremadamente valiosa, ya
que la insercién de uno sélo de estos genes podria llevar a la ac-
tivacién de una via metabdlica completa. La aplicacién de las
disciplinas de rapido desarrollo, como la genémica y la proteé-
mica, a plantas productoras de metabolitos secundarios indu-
dablemente acelerard la identificacién de estos elementos re-
gulatorios.

{Qué perspectivas ofrece esta tecnologfa para nuestro pafs?
La flora de México es la tercera en el mundo en diversidad. Esta
diversidad, junto con la herencia herbolaria prehispanica y la
presencia de excelentes grupos de investigacién en botdnica y
quimica ha dado como resultado la caracterizacién fitoquimica
de muchos de los ejemplares més interesantes de esta flora.
Dentro de este cuadro, ain carecemos de la informacién bio-
quimica sobre la sintesis de los principios activos de las plantas
medicinales, por ejemplo. Esta informacién es indispensable
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Figura 5. La sintesis de &cido salicilico, a partir de fe-
nilalanina, requiere de seis reacciones enzimaticas en
plantas, mientras que en bacterias la formacién de este
compuesto, a partir del corismato, solo requiere dos reac-
ciones catalizadas por la isocorismato sintasa (ics) y la
isocorismato piruvato liasa (1pL).
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] 0\ Comunicaciones libres

Esta tecnologia puede
No requerir el establecimiento
de plantas en el campo,
ya que los cultivos de células
y tejidos in vitro podrian
aportar el material necesario

para poder aplicar la ingenierfa metabdlica a
NUESLTos vastos recursos.

Es importante recalcar que la obtencién de
productos naturales mediante esta tecnologia
puede no requerir el establecimiento de plan-
tas en el campo, ya que los cultivos de células
y tejidos in vitro podrian aportar el material
necesario (Sato et al., 2001). De este modo, la
posible contaminacién de los materiales sil-
vestres con materiales genéticamente modifi-
cados estarfa completamente controlada.
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