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V. CAPITULO 13

Manipulacién genética del
metabolismo secundario en
plantas

Alicia Zelada, Maria Binaghi

Metabolitos primarios y secundarios.

Los metabolitos presentes en las plantas
pueden ser divididos en dos grupos fundamen-
tales: los metabolitos primarios y los metabo-
litos secundarios. Se denomina metabolismo
primario de las plantas a los procesos quimi-
cos que intervienen en forma directa en la su-
pervivencia, crecimiento y reproduccién de las
plantas. Por ejemplo, son procesos quimicos
pertenecientes al metabolismo primario: la fo-
tosintesis, la respiracion, la sintesis de protei-
nas, la diferenciacién de tejidos, y en general la
formacion de carbohidratos, lipidos y proteinas
que intervienen en estos procesos 0 son par-
te estructural de las plantas. En consecuencia
los aminoacidos destinados a la formacién de
proteinas, los carbohidratos y los acidos gra-
S0s que intervienen en estos procesos son de-
nominados metabolitos primarios. En contra-
posicion a este concepto podemos definir los
metabolitos secundarios como todos aquellos
compuestos que no son esenciales per se para
las funciones vitales de las plantas, pero que
juegan un rol importante para su supervivencia
en los ecosistemas. La principal funcién de los
metabolitos secundarios es actuar como me-
diadores en las interacciones entre las plantas
y su medio ambiente. Muchos de estos com-
puestos cumplen funciones de defensa contra
predadores y patégenos, actian como agentes
alelopaticos (compuestos que son liberados
para ejercer efectos sobre otras plantas), o sir-
ven para atraer a los polinizadores o a los dis-
persores de las semillas. Se caracterizan por
ser especie-especificos, es decir que su pro-
duccion esta limitada a una especie 0 a un gru-
po de especies dentro de un grupo filogenético,
y suelen producirse en estructuras especializa-
das y de forma tejido especifica.

Los metabolitos primarios y secundarios no
se diferencian por su estructura quimica o su
origen biosintético, sino sélo por diferencias

funcionales. De esta manera podemos encon-
trar metabolitos secundarios con estructuras
quimicas similares a metabolitos primarios,
pero que cumplen funciones muy diferentes.

Segun sus caracteristicas biosintéticas po-
demos clasificar a los metabolitos secundarios
en tres grupos principales (Figura 1):

» terpenos, compuestos lipidicos deriva-

dos del isopentenil difosfato (IPP)

+ fenilpropanoides, compuestos fendlicos
derivados de la via del shikimato o del
malonato.

+ alcaloides, compuestos nitrogenados de-
rivados de aminoacidos.

La importancia econdmica de los metaboli-
tos secundarios se ha acrecentado en los ul-
timos afos, y ello ha estimulado el interés en
el estudio de su metabolismo vy, en particular,
en la modificacién de ciertas rutas biosintéti-
cas mediante técnicas de ingenieria genética.
Por otra parte, un mayor conocimiento de las
propiedades bioldgicas de muchos metabolitos
secundarios ha llevado a la revalorizacion de
estos compuestos como fuente de nuevas dro-
gas y compuestos de utilidad para las indus-
trias farmacéutica (antibiéticos, anticancerige-
nos), agropecuaria (insecticidas, herbicidas),
alimenticia (pigmentos, saborizantes, conser-
vantes) y cosmética (esencias colorantes), en-
tre otras.

Ingenieria genética del metabolismo

secundario en plantas.

La ingenieria metabdlica se puede definir
como el redireccionamiento de una o mas re-
acciones enzimaticas en una via biosintética
para producir nuevos compuestos, aumentar
la produccion de compuestos preexistentes, o
disminuir la produccién de compuestos no de-
seados. Se trata de un campo de aplicacion re-
lativamente nuevo que es muy dependiente del
conocimiento bioquimico y fisiolégico. Debido
al uso de trazadores radioactivos, ya hacia
1975 se disponia de nociones generales ade-
cuadas sobre la relacion producto-sustrato en
muchas vias metabdlicas. El desarrollo rapido
de este campo ocurrié a partir de la disponi-
bilidad de herramientas de biologia molecular,
como el clonado de genes, el uso de promoto-
res y las técnicas de transformacion, las cuales
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Figura 1. Vias generales del metabolismo secundario de las plantas. Se presentan las tres
principales vias biosintéticas de los metabolitos secundarios: terpenos, compuestos fendlicos o
fenilpropanoides y productos nitrogenados o alcaloides.

permitieron explorar los mecanismos molecu-
lares que regulan la produccién de metabolitos
secundarios. De esta forma, a partir de la déca-
da de los 80, se logré un progreso significativo
en la diseccion de muchas vias biosintéticas y
en la sobreexpresion de genes heterdlogos, lo
que permitié los primeros avances. Desde en-
tonces se han logrado numerosos resultados
exitosos y un numero aun mayor de resultados
no esperados. El conocimiento ganado ha con-
ducido a concebir el funcionamiento del meta-
bolismo como el de una gran red de reacciones
quimicas interrelacionadas, en que la modifica-
ciéon de un sélo componente puede producir
un impacto considerable en el metabolismo
de todo el organismo. Aun asi, el metabolis-
mo secundario es un blanco particularmente
atractivo para mejorar el rendimiento de un
producto determinado sin que ello afecte mar-

cadamente procesos esenciales para la planta.
Sin embargo, para lograr esto de una manera
relativamente controlada, no basta con cono-
cer los componentes (enzimas y metabolitos)
que participan de una determinada via meta-
bdlica. También se debe conocer la regulacion
de esta via (pasos limitantes, mecanismos de
retroalimentacion) y su relacion con otras vias
biosintéticas (vias competitivas). También es
importante conocer la compartimentalizaciéon
celular de la ruta en estudio y la participacion
de tejidos o de dérganos especializados en la
produccion de determinados metabolitos.

Manipulacion genética del metabolismo
secundario por sobreexpresiéon o
inhibicion de la produccién de enzimas
La manipulacion genética del metabolismo
secundario tiene como objetivo el aumento o



disminucién de la produccion de un compues-
to que se encuentra normalmente presente en
una planta, o bien la produccién de un nuevo
compuesto que no es naturalmente producido
por la misma.

Para aumentar la produccion de un com-
puesto es necesario aumentar su biosintesis o
disminuir su catabolismo. El aumento de la bio-
sintesis puede realizarse por sobreproduccion
de las enzimas implicadas en la via biosintética
o bien por inhibiciéon de una via competitiva que
aumenta indirectamente la sintesis del com-
puesto por redireccionamiento de metabolitos.
La disminucion del catabolismo se logra por
disminucién de la produccion de enzimas que
utilizan el compuesto deseado para la obten-
cioén de otros compuestos.

Para disminuir la produccion de un compues-
to no deseado se debe aumentar su catabolis-
mo o disminuir su biosintesis. Esto se puede
lograr por sobreproduccién de enzimas de la
via catabdlica o por inhibicién de la produccion
de enzimas de la via biosintética.

El conocimiento de los genes involucrados
en una via metabdlica permite aumentar las
actividades de dichas enzimas por sobreexpre-
sion de sus respectivos genes a partir de pro-
motores inducibles o constitutivos. Por otra par-
te, la utilizacion de técnicas de ARN antisentido
y, mas recientemente, de ARN de interferencia
(ARNI), nos permite disminuir especificamente
la expresidn de determinadas enzimas a través
del silenciamiento postranscripcional de los ge-
nes que las codifican.

Uso de los factores de transcripcion

en la manipulaciéon del metabolismo

secundario.

Se acepta actualmente que el control del flujo
metabdlico a través de una via biosintética se
encuentra en mas de un paso de esta via. Estos
‘puntos” de control (pasos limitantes) pueden
ser modificados por condiciones ambientales,
metabdlicas o del desarrollo y son, en ultima
instancia, responsables de la productividad de
la planta. La distribucién del control regulatorio
hace que la modificacién del metabolismo por
sobreexpresidn o inhibicion de unos pocos ge-
nes estructurales sea dificil de alcanzar.

A pesar de los esfuerzos realizados para
identificar los pasos limitantes de diferentes

vias metabdlicas, la sobreexpresion de genes
estructurales solo ha permitido obtener aumen-
tos del flujo metabdlico de moderados a muy
pequefos. Conocer los factores de transcrip-
cién que regulan una determinada via metabé-
lica nos permite inducir la expresién de toda la
via metabdlica en su conjunto por sobreexpre-
sion del o los genes que codifican dichos fac-
tores. Esta estrategia ha permitido obtener au-
mentos del flujo metabdlico significativamente
mayores que los obtenidos por sobreexpresiéon
o inhibicion de genes estructurales. Este efec-
to se debe a que los factores de transcripcion
al controlar en forma simultanea la expresién
de la mayoria de los genes comprendidos en
una via determinada, permiten eludir las res-
tricciones generadas por la existencia de pa-
sos limitantes. Ademas, la modulacion del flujo
metabdlico utilizando factores de transcripcién
no requiere de la identificacion, aislamiento y
caracterizacion molecular de los genes que
componen la via en cuestion. Sin embargo, la
modificacion del metabolismo a través de la ex-
presién de factores de transcripcion no es una
panacea para resolver todos los problemas de
la ingenieria metabdlica de plantas. Como es
obvio, los factores de transcripcién no pueden
inducir vias metabdlicas que no estan presen-
tes en la planta, por lo que, en estos casos, es
necesario introducir todos los genes necesa-
rios para recrear las mismas en las plantas de
interés. Por esta razén, la ingenieria genética
de genes estructurales continuara aun siendo
necesaria para resolver muchos problemas de
la ingenieria metabdlica.

Entre los primeros factores de transcrip-
cion descriptos en plantas se encuentran los
factores R y C1, involucrados en el control de
la biosintesis de antocianinas de la aleurona
de maiz. La induccion de la via de la sintesis
de antocianinas en células indiferenciadas de
maiz pudo inducirse por sobreexpresiéon de es-
tos dos factores de transcripcion. Asimismo, la
sobreexpresion de estos factores en arroz pro-
dujo la activacion de la via de sintesis de las
antocianinas, lo que se tradujo en un aumento
de la resistencia del arroz a la infeccion por un
patdégeno fungico. Este ejemplo muestra que la
acumulacion de un producto natural puede mo-
dificarse por la sobreexpresion de zterpenos.



Monoterpenos: los aceites esenciales con-
tienen monoterpenos volatiles que son almace-
nados en los pelos glandulares de la epidermis.
Estos aceites esenciales se obtienen de flores,
de frutos, de hierbas y especias y son usados
en perfumes y saborizantes. Algunas de las
plantas mas utilizadas para la obtencion de
este tipo de compuestos son: la menta (men-
tol) y el limén (limoneno). Algunas plantas emi-
ten terpenos volatiles después que los insectos
se han alimentado de ellas. Estos atraen a los
enemigos naturales del insecto predador y ac-
tuan como un mecanismo de defensa contra el
mismo.

Sesquiterpenos: los aceites esenciales de
hierbas y especias también contienen sesqui-
terpenos. Algunos sesquiterpenos actuan en
los mecanismos de defensa de la planta pro-
duciendo fitolaexinas como la rosina y otras
sustancias repelentes de herbivoros.

Diterpenos: Las resinas contienen diterpe-
nos. Cuando los canales que transportan la
resina son dafados, la descarga de la resi-
na sirve como una barrera quimica y fisica a
la alimentacién de los insectos. Por otro lado,
los diterpenos se polimerizan cuando la re-
sina es expuesta al aire y contribuye a sellar
las heridas. Ciertos escarabajos de la corte-
za han adquirido la capacidad de metabolizar
los monoterpenos contenidos en la resina de
las coniferas, convirtiéndose en depredado-
res especializados. Algunos diterpenos son
muy importantes en aplicaciones medicinales
ya que poseen propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas y antiespasmaddicas. Una de
las drogas mas potentes contra ciertos tipos
de cancer es un diterpeno, el paclitaxel (Taxol),
obtenido originalmente de la corteza del tejo
del Pacifico (Taxus brevifolia).

Triterpenos: El algodoncillo de Siria (Ascle-
pias syriaca) contiene triterpenos que se acu-
mulan en las larvas de las mariposas Monarca,
un lepidoptero que se alimenta de esta planta.
En los adultos, los triterpenos son almacena-
dos en las alas de la mariposa y ello las vuelve
téxicas para sus depredadores, los pajaros. El
triterpeno digitalis, obtenido de la dedalera o di-
gital (Digitalis purpurea), fortalece y enlentece
el musculo cardiaco. Fue desarrollado como
droga hacia el final del siglo XVIII basandose

en un remedio casero (té hecho con hojas de
la planta guante de zorro purpura) y se usaba
para tratar la angina de pecho.

Tetraterpenos: Entre los tetraterpenos se
encuentran los carotenoides, compuestos que
son de gran importancia como suplementos
dietarios. Los carotenoides son sintetizados
de novo a partir de geranil-geranil difosfato por
todos los organismos fotosintéticos. Participan
en la captacion de la luz y en la proteccion por
el exceso de luz blanca. Muchas bacterias
no fotosintéticas (Erwinia herbicola, Thermus
aquaticus, Deinococcus radiodurans) y hon-
gos (Neurospora crassa, Phycomyces blakes-
leeanus) sintetizan también carotenoides. En
las plantas, los carotenoides se acumulan en
cloroplastos y en cromoplastos. Se puede en-
contrar un amplio rango de carotenoides en los
cromoplastos (por ejemplo, licopeno en fruto
de tomate, B-caroteno en raices de zanahoria,
luteina y zeaxantina en endosperma de maiz).

La investigacion, el desarrollo y el uso de
productos naturales como agentes terapéu-
ticos y nutricionales, especialmente aquellos
derivados de plantas, ha crecido mucho a lo
largo de estos afos. Uno de los desarrollos
con mayor éxito y publicidad fue la obtencion
del arroz transgénico rico en B-carotenos. La
vitamina A es un nutriente esencial cuya caren-
cia en humanos puede afectar severamente la
visién, la reproduccion y la funcion inmune. Se
estima que en el mundo existen 124 millones
de nifos deficientes en vitamina A y que una
provision adecuada podria evitar de 1 a 2 mi-
llones de muertes anuales. El arroz es uno de
los principales alimentos para millones de per-
sonas. La parte comestible del arroz consiste
basicamente en el endosperma, compuesto
por granulos de almiddn y cuerpos proteicos,
pero carece de los nutrientes esenciales para
el mantenimiento de la salud, como es la pro-
vitamina A (B-caroteno). El hecho que el arroz
sea la principal fuente de alimentos de muchas
poblaciones contribuye al problema de la defi-
ciencia en vitamina A, convirtiéndose en un se-
rio problema de salud publica. El arroz produce
geranil-geranil difosfato, precursor de los caro-
tenos, pero carece de las enzimas correspon-
dientes a esta ruta biosintética. Para completar
la via de sintesis del B-caroteno es necesario



introducir por ingenieria genética 4 enzimas:
la fitoeno sintetasa, la fitoeno desaturasa, la
caroteno desaturasa y la licopeno ciclasa. Al-
ternativamente, para simplificar el trabajo de
transformacion, el numero de enzimas puede
ser reducido utilizando una fitoeno desaturasa
bacteriana que es capaz de reemplazar a las
dos desaturasas vegetales (Figura 2). La in-
troduccion de la via de sintesis de -caroteno
en arroz se efectué por transformaciéon con
Agrobacterium tumefaciens portando vectores
que contenian los siguientes genes: a) gen de
fitoeno sintetasa (psy) de Narcissus pseudo-
narcissus bajo el control del promotor glutelina
especifico de endosperma (Gt1); b) gen de la
fitoeno desaturasa (crtl) de Erwinia uredovora
conteniendo la secuencia para el péptido de
transito de la subunidad menor de la Rubisco
de arveja bajo el control del promotor 35S del
Cauliflower mosaic virus (CaMV); c) gen de la
licopeno ciclasa (Icy) de Narcissus pseudonar-
cissus conteniendo la secuencia para un pép-
tido de transito que permite la importacion a
plastidos bajo el control del promotor 35S de
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CaMV. Los granos de arroz obtenidos a par-
tir de las plantas transgénicas eran de color
amarillo debido a la produccién de B-caroteno,
esta caracteristica fenotipica fue la que inspiré
el nombre de esta lineas transgénicas como
"Arroz dorado" o en inglés "Golden rice".

Ingenieria metabdlica de la sintesis

de flavonoides.

Los flavonoides pertenecen a una de las
principales clases de metabolitos secundarios.
Se caracterizan por ser compuestos polifeno-
licos de estructura aromatica presentes en to-
dos los tejidos vegetales. Son una familia muy
diversa de compuestos que se caracterizan
por ser sintetizados a partir de una molécula
de fenilalanina y 3 de malonil-CoA (Figura 3).
Esta estructura puede sufrir modificaciones y
adiciones de grupos funcionales (glicosilacio-
nes, metilaciones o acetilaciones) generando
una gran diversidad de flavonoides. Hasta el
presente, han sido identificados mas de 5.000
flavonoides diferentes. Estos se clasifican se-
gun su estructura base en 5 grupos: chalconas,
flavononas, flavonoles, dihidro-
flavonoides y antocianinas.

Esta clase de metabolitos
secundarios se encuentran
presentes en casi todas las
familias de plantas, principal-
mente en la epidermis de ho-
jas, tallos, raices, flores, semi-
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Figura 2. Manipulacion del metabolismo de los terpenoides
en plantas de arroz. Arroz dorado. Se presenta la via de sin-
tesis del geranil-geranil difosfato en arroz y la obtencién de ca-
rotenos por sobreexpresion en arroz de las enzimas heterdlogas
fitoeno sintetasa, fitoeno desaturasa y licopeno sintetasa.

j -caroteno

zeaxantina

llas y frutos. Por su condicién
de polifenoles, los flavonoides
actian como antioxidantes pro-
tegiendo a las plantas contra la
radiacion UV (como por ejem-
plo los flavonoles kemferol y
quercetina). Por otro lado, pre-
sentan un rol fundamental en
la defensa de la planta frente
a depredadores (fitoalexinas) y
sobre el desarrollo y crecimien-
to de otra planta vecina frente a
estreses ambientales (alelopa-
tia). También, se encuentran in-
volucrados en los procesos de
floracion, polinizacion (a través
del color u olor que le dan las
antocianinas a las flores) y en

Via heterdloga
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Figura 3. Vias de sintesis de los flavonoides. Los flavonoides se clasifican segun su estructura central
aglicona en 5 grupos: chalconas, flavononas, flavonoides, dihidroflavonoides y antocianinas.

la simbiosis vegetal (por induccion de la nodu-
lacion de bacterias fijadoras del nitrégeno).
Este tipo de polifenoles son importantes eco-
némicamente porque contribuyen al sabor, aro-
ma y color de los alimentos y bebidas. Ademas
en los ultimos afos han adquirido una gran im-
portancia en la salud humana debido a estudios
que sugieren que estos compuestos presentan
un efecto protector frente a ciertas enferme-
dades y pueden actuar como antialergénicos.
Debido a las propiedades benéficas para la sa-
lud humana y a su importancia economica, las
vias biosintéticas de los flavonoides han sido
extensamente estudiadas. Esto ha permitido el
desarrollo de la ingenieria metabdlica aplicada
al mejoramiento nutricional de ciertos cultivos
como también a la produccion de flores de cor-
te. Una de las primeras aplicaciones de la in-
genieria metabolica fue la manipulacion de la
via de sintesis de flavonoides y antocianinas
para cambiar el color de las flores. Esto se de-
bié principalmente a que era una de las vias
mas conocidas y los resultados eran facilmen-
te observables. Es inusual encontrar la gama
completa de colores dentro de las especies flo-

rales convencionales. En Petunia hybrida, una
de las plantas en que la via de sintesis de an-
tocianinas ha sido mas extensamente estudia-
da, se producen derivados de delfinidinas y de
cianidinas pero no derivados de pelargonidina.
Esto se debe a la especificidad de la enzima
dihidroflavonol 4-reductasa de petunia, la cual
no puede reducir al precursor de pelargonidina,
el dihidrokemferol, en kemferol. Sin embargo,
hace casi dos décadas se obtuvo una variedad
de petunias anaranjadas que representa el pri-
mer producto exitoso de modificacion del color
de las flores por ingenieria genética. Esto se
logré transformando una variedad de petunia
blanca con el gen de la dihidroflavonol 4-re-
ductasa (dfr) de maiz. La variedad de petunia
blanca (mutante RLo1) acumula dihidrokemfe-
rol debido a que los genes f3’h (3'flavonoide
hidroxilasa) y 3’56’ (3"-5 flavonoide hidroxilasa)
se hallan afectados por mutaciones; en conse-
cuencia, produce flores que no muestran pig-
mentacién. La transformacién de esta variedad
con el gen de maiz condujo a la produccién
y acumulacién de pelargonidina, obteniéndo-
se flores de petunia color anaranjado (Figura



4). Muchos de estos transformantes sufrieron
inestabilidad epigenética (expresiéon inesta-
ble debido a la metilacién del promotor), no
pudiéndose obtener cultivares uniformemen-
te coloreados, lo cual impidié su comerciali-
zacién. Sin embargo, los investigadores de la
empresa Novartis lograron obtener petunias
anaranjadas uniformemente coloreadas por in-
trogresién del gen dfr en plantas de petunia.
Otro ejemplo exitoso es el desarrollo de clave-
les violetas por la empresa australiana Florige-
ne. En los afios 90 los investigadores de esta
companfia tenian como proyecto la obtencién
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Figura 4. Manipulacién del metabolismo de las
antocianinas en Petunia hybrida. La expresion
del gen dfr de maiz en una linea de petunia que
acumula dihidrokemferol debido a dos mutaciones
en los genes f3’h y 3’5’ induce la sintesis del pig-
mento pelargonidina (pelargonidina-3-glucdsido),
de color ladrillo. Las petunias blancas no sintetizan

de rosas azules. Con este fin clonaron y sobre-
expresaron en rosas dos enzimas de petunia
encargadas de sintetizar el pigmento azul del-
finidina, sin embargo los resultados que obtu-
vieron no fueron los esperados. A pesar de ob-
tener lineas transgénicas estables para dichas
enzimas, las rosas no presentaban coloracion
azul debido a la influencia del pH vacuolar en la
coloracién de los pigmentos. Cuando aplicaron
la misma estrategia para la transformacion de
claveles los resultados fueron sustancialmente
diferentes, lograron desarrollar exitosamente
seis lineas de claveles transgénicos que van
desde el color lila hasta el violeta. Los clave-
les modificados genéticamente se encuentran
actualmente disponibles en muchas partes del
mundo. Estos claveles transgénicos han sido
sometidos a un riguroso escrutinio regulatorio
Yy, en principio, no presentan mayores riesgos
para el ambiente que los obtenidos por méto-
dos convencionales debido a que la mayoria
de estos claveles son infértiles y a que la dis-
persion de semillas se ve limitada ya que las
flores son removidas de la planta cuando estan
aun cerradas.

Una cantidad creciente de evidencias sugie-
re que los flavonoides son potentes antioxidan-
tes y que un aumento en su consumo diario
podria reducir el riesgo de enfermedades car-
diovasculares y prevenir ciertos tipos de can-
cer. Por esta razén, existe gran interés en la
obtencion de cultivos comestibles que produz-
can altos niveles de flavonoides. Uno de los
principales candidatos para desarrollar este
tipo de tecnologia es el tomate. El tomate pro-
duce en su piel pequefias cantidades de flavo-
noides, lo cual nos confirma la existencia de la
via de sintesis de flavonoides en esta planta
y la potencialidad de aumentar sus niveles de
produccion. A partir de la manipulacién genéti-
ca de la expresion de factores de transcripcion
se logré obtener lineas de tomate transgénicos
capaces de producir niveles cinco veces mayo-
res de flavonoles que la variedad salvaje. Los
factores de transcripcién que regulan la sinte-
sis de flavonoles en diversas plantas forman
parte de dos familias principales: la familia C1,
tipo MYB y la familia R, tipo MYC. Los auto-
res sobreexpresaron en tomate los factores
de transcripcion C1 y L1 de maiz. Y en forma



simultanea, transformaron plantas de tomates
con pares de construcciones diferentes: a) gen
C1 bajo la regulacion del promotor constitutivo
35S de CaMV y el gen L1 bajo la regulacion del
promotor especifico de fruto E8 (35SC1/E8L1);
b) genes C17y L1 bajo la regulacion del promo-
tor especifico de fruto E8 (E8C1/E8L1). Dado
que los factores C1 y L1 actian en forma co-
ordinada se asumioé que ambas estrategias, la
sobreexpresion individual y combinada de los
factores de transcripcidn, conducirian al incre-
mento especifico de flavonoles en el fruto. La
cantidad y tipo de flavonoles fue determinada
por HPLC (cromatografia liquida de alto ren-
dimiento, del inglés High Performance Liquid
Chromatography) a partir de pulpa de tomates
controles y transgénicos. En este trabajo se
demuestra que so6lo hubo produccion de flavo-
noles en las plantas que expresaban los dos
factores, lo que comprueba que ambos son re-
queridos para activar completamente esta via.
Ademas, se observo un aumento de la activi-
dad antioxidante de los tomates transgénicos
35SC1/E8L1 debido a la acumulacion de los
flavonoles kemferol y naringenina.

Ingenieria metabdlica de la sintesis de

alcaloides

Los alcaloides son el grupo de metaboli-
tos secundarios mas representativo, numero-
so y diverso en la naturaleza. Debido a esto
son muy dificiles de definir en forma general y
precisa. Sin embargo, el caracter comun que
presentan, es que en su estructura poseen un
anillo heterociclico con uno o0 mas atomos de
nitrdgeno. Son sintetizados a partir de aminoa-
cidos o de sus derivados inmediatos y se clasi-
fican segun su esqueleto carbonado. Hasta el
momento se ha estimado que las plantas son
capaces de producir 12.000 especies de alca-
loides diferentes.

La importancia de los alcaloides dentro de
las plantas radica en que constituyen un reser-
vorio de nitrégeno para la misma. Por otro lado,
al igual que algunos flavonoides, actuan como
sustancias alelopaticas en la defensa frente a
otras especies vegetales, como asi también,
frente al ataque de ciertos patdgenos o depre-
dadores. También actuan protegiendo a las
plantas del efecto de las radiaciones ultravio-
letas.

Los alcaloides producidos por las plantas
constituyen uno de los grupos de productos
naturales que provee mayor cantidad de com-
puestos farmacoldgicamente activos. En la
actualidad diversos tipos de alcaloides son uti-
lizados tanto en la medicina tradicional como
en la homeopatia. Generalmente actian sobre
el sistema nervioso central a nivel del sistema
nervioso parasimpatico y simpatico. En medi-
cina, son utilizados para el tratamiento de en-
fermedades mentales como asi también para
calmar el dolor, ya que muchos de estos meta-
bolitos son compuestos psicoactivos: morfina
(Papaver somniferum), atropina (Atropa bella-
donna), colchicina, entre otros. Existen otros
tipos de alcaloides que son también farmaca-
I6gicamente importantes debido a su uso en el
tratamiento de tumores. Se trata de la vinblasti-
na, vincristina y la camptotecina. Otro alcaloide
de extrema relevancia en medicina es la quini-
na (Cinchona officinalis), droga principal en el
tratamiento de la malaria.

La ingenieria genética aplicada a la manipu-
lacién de la biosintesis de estos compuestos
ha generado varios éxitos durante los ultimos
afios. Uno de los casos mas interesantes es el
desarrollo de plantas de café transgénicas (Co-
ffea canephora) con bajo contenido de cafei-
na. Existe una creciente demanda de café libre
de cafeina debido a los efectos adversos que
este compuesto produce en personas sensi-
bles. El café descafeinado que consumimos en
la actualidad se obtiene mediante un proceso
industrial costoso y que da como resultado un
café con menos sabor. La biosintesis de cafei-
na en plantas de café involucra tres enzimas:
CaXMT1, CaMXMT1 (ambas teobromina sin-
tetasas) y CaDXMT1 (cafeina sintetasa), que
agregan grupos metilos a la xantosina en forma
sucesiva para producir cafeina. La obtencion
de plantas de café con menor contenido de
cafeina fue lograda por inhibicién de la expre-
sion de la enzima CaMXMT1. La expresion de
la enzima fue inhibida por sobreexpresion de
ARNSs de interferencia (ARNi) dirigidos contra
la region 3" no codificante del gen CaMXMT1.
Las bacterias de A. tumefaciens conteniendo
los vectores con las construcciones de ARN,
fueron usadas para transformar plantas de Co-
ffea canephora. En las lineas transformadas se



analizaron los niveles de expresién de las tres
enzimas por RT-PCR (transcripciéon reversa -
reaccion en cadena de la polimerasa). El resul-
tado indico no soélo la supresion de CaMXMT1
sino también de las otras dos enzimas. Esto se
debié a la elevada homologia entre las secuen-
cias codificantes de las enzimas. La reduccién
en los niveles de ARNm de CaXMT1, Ca-
MXMT1 y CaDXMT1 sugeria una disminucion
en la actividad de las enzimas. Esto fue con-
firmado directamente midiendo las cantidades
de sus productos, teobromina y cafeina, por
HPLC. Las hojas jévenes de las lineas trans-
formadas presentaron una reduccion del 30
- 80% en el contenido de teobromina y un 50
- 70% en el contenido de cafeina. Los autores
también han logrado plantas descafeinadas de
Coffea arabica, especie de la que se produce
el 70% del café comercializado mundialmente,
utilizando la misma técnica.

Otro ejemplo de ingenieria metabdlica en al-
caloides es la obtencion de plantas transgéni-
cas de Papaver somniferum con altos niveles
de morfina, codeina y tebaina. Estos compues-
tos son muy importantes en la industria farma-
céutica debido a sus propiedades analgésicas.
La eficiencia de extraccion a partir de frutos y
tallos secos de este tipo de alcaloides depende
de su nivel de acumulacién en la planta. Es por
eso que el aumento de los niveles de estas sus-
tancias traeria como consecuencia un benefi-
cio econdmico debido al menor uso de tierras,
la disminucion costos de extraccion, almace-
namiento y transporte. Una de las estrategias
utilizadas para aumentar la concentracién de
estos alcaloides fue la de sobreexpresar el gen
que codifica la enzima salutaridinol 7-O-acetil-
transferasa (SalAT), involucrada en la via de
sintesis de la morfina y sus derivados. La so-
breexpresion de esta enzima en la mayoria de
las lineas transgénicas resulté en un aumento
en las concentraciones de morfina, codeina y
tebaina en los frutos. La linea transgénica con
mayor contenido de estos compuestos aumen-
t6 en un 42% su contenido total de este tipo de
alcaloides.

Perspectivas de la manipulacién

genética del metabolismo secundario.

En los ultimos afos, se han sobreexpresado
numerosos genes, ya sea en sus plantas de

origen o en otras especies. En algunos casos,
la sobreexpresion resulté en un aumento de la
acumulacion de los compuestos deseados. Sin
embargo, en otros resulté solo en el aumen-
to de la enzima codificada por el propio gen o,
peor aun, en la produccion de compuestos no
deseados. Estos resultados evidencian la com-
plejidad de las redes metabdlicas y la limitada
capacidad existente para predecir las conse-
cuencias de sobreexpresar determinados ge-
nes estructurales. Esta situacion prevalecera
aun por cierto tiempo, en tanto y en cuanto
no se cuente con mayor informacion sobre la
composicion de las vias metabdlicas que se
desean modificar. En este sentido, la utilizacién
de factores de transcripcion para activar vias
metabdlicas completas parece ser actualmente
una estrategia prometedora. En los proximos
anos, el principal desafio sera obtener mayor
informacion acerca de la regulacién metabdlica
a todos los niveles: genético, enzimatico, de la
compartimentalizacién, del transporte y de la
acumulacion. Dado que los metabolitos secun-
darios son especie-especificos, la informacion
genética obtenida de Arabidopsis thaliana sera
de utilidad limitada, por lo que la secuencia-
cion de otras especies de interés sera de gran
valor en este campo. A su vez, sera necesario
integrar los datos obtenidos de los estudios ge-
noémicos con los de los estudios proteémicos
y metabolémicos, lo que permitird generar un
panorama mas completo del conjunto de las
interacciones regulatorias. Cuando el objetivo
de la modificacién del metabolismo secundario
sea mejorar la calidad nutricional de un cultivo
comestible, sera necesario considerar el riesgo
de que la modificacién realizada conduzca a la
produccion de compuestos toxicos no desea-
dos. Para poder disminuir este riesgo, se re-
quiere conocer con la mayor precision posible
el perfil de los metabolitos que produce la plan-
ta, lo que es corrientemente conocido como
su “metaboloma”. Sin embargo, no existen en
la actualidad métodos que nos permitan obte-
ner este perfil en forma completa. En muchos
casos, los métodos cromatograficos, como la
cromatografia gaseosa y la cromatografia li-
quida de alta resolucion, separan pobremen-
te componentes con propiedades fisicas muy
distintas. La espectrometria HNMR (del inglés



Proton Nuclear Magnetic Resonance Spectros-
copy, espectroscopia de resonancia magnéti-
ca nuclear de 1H), que detecta todos los com-
puestos presentes con la misma sensibilidad,
no puede registrar compuestos minoritarios.
De esta manera, para el analisis del metabo-
loma se deberan utilizar simultaneamente dife-
rentes métodos vy, a su vez, mejorar las técni-
cas actuales.

A pesar del limitado conocimiento actual de
las vias metabdlicas, se han obtenido ya resul-
tados muy interesantes, lo que demuestra el
gran potencial de la ingenieria genética en la
modificacion del metabolismo secundario. Esta
capacidad se traducira en el futuro en nume-
rosas aplicaciones en campos tales como mo-
lecular farming (produccion de moléculas de
interés en organismos genéticamente modifi-
cados), fortalecimiento nutricional y resistencia
a patogenos.
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