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A. 1) Antecedentes y justificacidn

En vista de los crecieates problemas de escasez de combustible y reutili-
zacidén de desechos, resulta necesario lograr la utilizacidn y transformacidn
eficientes de recursos renovahles (como los materiales v residuos celulésicos)
en combustibles liquidos. De esta forma se reducird, al menos parcialmente,
la necesidad de recurrir a materiales no renovables como el petrdleo, cuya
oferta disminuye.

A fin de resolver este importente problema mmdial, el insumo de la inge-
nieria genética y de la biotecnologia es absolutamente esencial. Ia ingenieria
genética constituye un conjunto de miltiples disciplinas, entre las que se
encuentran la bioquimica, la microbiologia, la genética y la tecnologia del
ADN recombinado.

1. Materiaies celuldsicos. I»2 22lulosa y la hemicelulosa son 1los recursos
renovables mas abundantes de la naturaleza. Con la lignina, constituyen alre-
dedor de). 95% del peso seco de los residuos vegetales. Ia produccién mundial
de celulosa de residuos es superior a los 4.000 millones de toneladas anuales
(1). Si los materiales celuldsicos pudieran transformarse eficientemente en
etarol, se dispondria de una enorme fuente de combustible lfquido. Técnicamente,
el proceso es relativamente sencillo: 1a hidrélisis de la celulosa para obte-
ner glucosa y la transformacidn ulterior de ésta en etanol. EL proceso se
utilizé para la produccidn de etanol en gran escala durante la primera y la
segunda guerras mndiales, y se perfecciond en el decenic de 1940. Como conse-
cuencia del bajo rendimiento y de la corrosién causada por el dcido catalfitico
necesario para descouponer los rateriales celulésicos, el proceso no podia
competir econdmicamente con los procesos basados en el petrdleo. Sin embargo,
la reciente crisis energética y el rdpido agotamiento de las reservas de petrd-
leo, juntamente con el desarrollo de la hidrdlisis enzimdtica microbiana de la
celulosa, na invertido paulatinamente la situacién. Mediante la aplicacidn de
i} la ingenierfia genética y de 1la binlogia, se confia en que la conversidn de los
materiales celuldsicos en etanol resultard econémicamente competitiva.

2. Celulasas. Los principales componentes celuldsicos se aislaron a partir
de filtrados de cultivos de muchos microorganismos como la Trichoderma reesei,
cuyo sistema es el que mds detenidamente se ha estudiado. Utilizando procedi-
mientos cromatogrificos, c2 han purificado las celulasas para lograr su homo-
geneidad (2). Entre esas celulasas se encuentran las siguientes:




A

a) 1,iP-giucan glucanchidrolase {conocids también como endogiucs—

nasa y (MCasa): convierte la celulosa amorfa en fibras libres.
b) 1,u-79-g1ucan celobichidrolasa (conocida también como exoglucoma-
sa, exocelulosa y avicelasa): convierte el papel fiitro o avicel .
en celobiosa, con un modo de ataque terminal. Es una enzima des-
cristalizadora. ILa celobiosa es un inhibidor competitivo.

c) p»glucosidasa (conocida también como celobiasa): convierte la
celobiosa (posiblemente también la celotriosa y la celotetrosa)
en glucosa. la glucosa actia como inhibid~. no competitivo. Al
parec~r, produce una alta inhibicidn del sustrato en concentra-
ciones de éste myy elevadas. Es la menos estable de las tres
celulasas y la que se encuentra en menor cantidad en la T. reesei.

3. Microorganismos celuloliticos. #Muchos microorganismos contienen celulasas.
Algunos de los que han merecido atencidn recientemente son los siguientes (3):

a) Bacterias
Cellvibro fulwvus, cellvibro vulgaris: aerobios, mesdfilos;
Cellulomonas: aerobio, meséfilo;
Pseudomonas fluorescens: aerobio, mesofilo;
Clostridium thermocellulaseum: anaerobio, termdfilo

b) Actinomiceto (aerobio)
Estreptomices QMBS14
Termoactinomiceto; thermomonospora curvata;
Tahermomonospora fusca

c) Hongos (aerobios)
Aspergillus niger
Trametes sanguinea; Poria; Pestalotiopsis westerdijkii
Penivillium iriensis QMo624; Penicillum funiculosum
Polyporus versicola; Polyporum tulipiferae
Fusarium solani; sporotrichum pulverulentum QUOL45 ’
Trichoderma reesei (viride!
Trichoderma lignorium; Trichoderma koniugii
Thermoascus aurantiacus QM9383

Como la biomasa estd compuesta por alrededor de un 45% de celulosa, un
3% de hemicelulosa y un 20% de lignina, el tema central y el principal objeti-
vo de este programa de trabajo es la transformacién efic.~nte de la celulosa




y 1a hemicelulosa en etanol. Para alcanzar los objetivos menciaonados hay
varios métodos experimentales. Aqui sdlo se examinardn dos de los mds
importantes:

a) Utilizacién de microorganismos manipulados genéticamente;

b) Utilizacién 42 la tecnologia del ADN recambinado, especialmente para
la clonacién molecular y la amplificacién de los genes de celulasa.

B. 1) Actividades

Para la transformacidn eficaz de celulosa y hemicelulosa en etanol, deben
resolverse cierto mimero de problemas fundamentales y también técnicos. Es
evidente gue habrd que abordar paralelamente varios problemas diferentes. Una
gran parte del presente programa de trabajo entrafiard investigacidn basica,
ya que quedan por cdeterminar algunos puntos fundamentales de este sistema
complejo.

1. Andlisis de las celulasas obtenidas a partir de organismos celuloliticos.
Se analizardn las tres celulasas - endoglucanasa, excglucanasa y celobiasa -
obtenidas de una diveisidad de organismos celuloliticos conocidos (véase la
seccidn A. 1)), a fin de determinar la cantidad de ﬂ—glucosie‘asa (por ejesplo,
unidades/ml) excretada al medio extracelular y a las células, la actividad
especifica de las enzimas brutas y purificadas (unidades/mg de proteinas), la
estabjlidad, el grado de inhibicidn de productos o de sustratos, etc. Deberian
analizarse otros microorganismos en busca de nuevas fuentes de celulasas.

Una vez encontradas diversas fuentes apropiadas de celulasas, el volumen
o las propiedades de las enzimas podrdn mejorarse, muy probablemente, aplican-
do métodos genéticos de mutacién como los utilizados para sele ‘cionar los mu-
tantes favorables AMO414, MCGT7 y MCGEO de la Trichoderma reesei (4).

2. Clonacién de los genes de celulasa y produccidn ce imutantes favorables
mediante la mutagénesis in vitro. Un método apropiado de investigacidn que
puede adoptar el CIIGB consiste en clonar los genes de celulasa obtenidos de .
los organismos celuloliticos analizades en 1la seccidn 1 supra. Esto puede lo-
grarse formando bibliotecas gendmicas u obteniendo DNA-c a partir del ARN-m
mediante la aplicacién de las técnicas del ADN recombinado (5,6). Una vez que
los genes se hayan clonado en un pldsmido, situado cerca de un fuerte activador
y de emplazamientos aproplados de enlaces de ribosomas, y que se hayan intro-
ducido en el E. coli o el B. subtilis por procedimientos de transformacién (5,6),
cabe esperar la produccién de grandes cantidades de esas celulasas,




El paso siguiente consiste en realizar mutagénesis in vitro en los genes
de celulasa clonados, mediante cambios de pares bdsicos o pequefias supresiones
(7), con 1la esperanza de producir genes mutantes que codifiquen celulasas con
meyor resistencia a la inhibicidn de productos.

3. Clonacidén de genes fungales de celulasa e introduccidn de los genes en la
levadura. El hongo Trichoderma reesei produce y excreta grandes cantidades de
celulasas que pueden degradar la celulosa conviertiéndola en glucosa. las cé-
lulas de levadura (camo las del Saccharomyces cerevisiae), que pueden convertir
eficientemente la glucosa en etanol, no pueden degradar la celulcsa. Un méto-
do apropiado de investigacidn que puede estudiar el CIIGB consiste en construir
una cepa mejorada de levadura que lleve genes de celulasa y puedz excretar las
celulasas de las células para convertir la celulosa en glucosa. Esta nueva
cepa deberia poder transformar eficientemente la celulosa en etanol. lLa crea-
cién de 1la cepa entrafia dos etapas. Ia primera es clcnar los genes de celula-
sa de la Trichoderma reesei (mutantes MCG77 o MCG80) o de otros hangos celulo-
liticos, como se describe en la seccidn anterior. Sin embargo, en este caso
los genes se unen a un pldsmido de levadura (como el de tipo YEpl3, que tisne
una. secuencia de Ars y un marcador ficilmente seleccionable como el His3 o el
1IFJ2). la segunda es transferir a la levadura los genes de celulasa juntamente
con los pldsmidos de levadura, por transformacidn (8). El plismido puede
mantenerse en la levadura cultivando ésta en ausenciz de leucina. Otra posi-
bilidad es permitir que los genes de celulasa se integren establemente en el
cromosoma de la levadura. Suponiendo que los péptidos sefialadores de la
Trichoderma reesei sean reconocidos por la levadura (lo que es muy probable, ya
que tanto la T. reesei como la levadura son hongos), los genes de celulasa clo-
nados deberfan inc.uir péptidos sefialadores para la excrecién de las celulasas
en el medio. Si no son reconocidos por la levadura, se podria seguir otro
método. Se eliminarian, mediante técnicas normalec del ADN recombinado, los
genes clonados que codificaran los péptidos sefialadores de 1la T. reesel, y se
incluirfan sélo los genes estructurales de las celulasas. Estos genes de celu-
lasa se unirfan a un derivado del YEpl3 que contiene también la secuencia de
activadores y la secuencia G~ péptidos sefialadores del gen de la invertasa de
la levadura. Com> la i.nvertasa: de lc levadura se excreta, los genes de celula-
sa, unidos a su gen de secuencia sefialadora, se excretar{an también. Se han
aislado mitantes de la levadura, que broducen u exceso de invertasa (9). En
caso necesario, se clonard el gen de invertasa de esta cepa de levadura.
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la ventaja de este método es que las células de la levadura corriente,
como las del S. cerevisiae (cuyo sistema de tran-formacidn se ha determinado y
que puede cultivarse facilmente en fermentadores en gran escala), pueden con-
vertir entonces directamente los materiales celuldsicos en alcohol.

b, Clonacién de genes bacterianos de celulasa e introduccidn de esos genes
en la Zymomonas mobilis. Ia bacteria Zymomonas mobilis puede transformar la
glucosa en etanol (10), con las siguientes ventajas:

a) altos rendimientos especificos de etanol;

b) tolerancia a las concentraciones elevadas de glucosa; ¥

c) 1la capacidad para crecer de forme totalmente anaerobia, de modo que

la edicidn de axigeno en las fermentaciones continuas resulta
imnecesaria.

Recientemente, Bland y otros (12) han utilizado un reactor de irmoviliza-
cién de células de "lecho ampliado con peliculz egregeda™ (13) y han mestrado
que la transformacidn de azicar en etanol por la bacteria Z. mobiiis puede
aumentarse hasta 105 gn/l-hora, schre la base del volur:n total del fermenta-
dor (12). Aunque el fermentador de ese tipo es un medio eficiente de transfor-
mar el azicar en etanol mediante la Z. mobilis, esta bacteria no tiene los ge-
nes de celulasa necesarios para transformar la celulosa en glucosa.

Bacterias como 1z Cellulomonas fimi contienen genes de celulasa y excretan
celulasas que penetran en la matriz lefiosa y atacan extracelularmente a la
celulosa para producir azicares. Por lo menos una celulasa obtenida de la
C. fimi ha sido clonada recientemente (11). El paso siguiente consiste en
clonar el gen que codifica las tres celulasas (endo—ﬁl,ll-glucanasa, exo—f
1,4-glucanasa y ﬂ -glucosidasa), juntamente con la secuencia de codificacién
de los péptidos sefialadores, y unirlos a un pldsmido bacteriano como el pKC30
(14), cerca de la fuerte secuencia de activadores descrita en la seccidn 2
supra.

Un proyecto de que el CIIGB puede ocuparse cqnsiste en transferir los genes
bacterianos de celulasa clonados de un pldsmido como el pKC30 a la “Zymomcnas
mobilis, por transformecidn. Puede ser necesaric encontrar primero los proce-
dimientos de transformacién para introcucir pldsmidos en la Z. mobilis, emplean-
do los principios y técnicas utilizados para introducir plasmidos y genes ex-
trafios en 1la E. coli y la B. subtilis. Si el pldsmido y los genes de celulasa
no son estables en la bacteria, se les puede obligar a integrarse en el L:romo—
sama bacteriano mediante su recombinacién integradora. Esta se logra clonando




primero un gen Y de la 2. mobilis en el mismo plasmido pXC30. Una vez que los
genes de celulasa se unen también a este pldsmido y transforman las células,

se puede integrar todo el derivado pKC30 en el cromosama de la Z. mobilis, en
el emplazamiento del gen Y, mediante su recombinacidn integradora.

5. Clonacién del gen de la xilosa isomerasa e introduccidn de ese gen en el
S. ponbe. Mediante la utilizacién de dcidos diluidos se pueden obtener facil-
mente altas cancentraciones de hidratos de carbono derivados de la hemicelulosa.
Ios organismos ideales para transformar los hidratos de carbono derivados de

1a biomasa en productos como el etanol son las levaduras. Sin embargo, la
mayoria de las levaduras no pueden degradar ias pentosas. la reciente demos-
tracién, con éxito, de la posibilidad de producir cuantitativamente etanol

(80% del rendimiento tedrico) a partir de la D-xilosa, utilizando levadura y
xilosa isomerasa, simplificaria el problema relacionado con el proceso de la
pentosa (16).

Un campo posible de investigacidn consiste en clonar el gen de la xilosa
isomerasa e introducirlo en un Schizosaccharomyces pombe, que es una levadura
mis conveniente que la de p3nadero (S. cerevisiae) para convertir la xdilulosa
er1 etanol. Esta levadura genéticamente manipulada puede .ransformar entances
12 xilosa en etanol, con un alto rendimiento. Esta cepa de levadura deberia
ser mucho mds eficiente para producir etanol que la cepa recientemente descu-
bierta de Pachysolen tarmophilus NRRL 2460 (17).

Ademds de producir etanol, entre los subproductos de la degradacidn de la
hemicelulosa por medio de microorganismos se encuentran el metano, los acidos
orginicos, los alcoholes del azicar, los disolventes y los riensos animales.
Asi pues, pueden producirse otros materiales utiles.

De hecho, en esta parte del programa de trabajo se subraya la utilizacidn
de levaduras o de bacterias genéticamente manipuladas, para la transformacién
eficiente de materiales celu'désicos en etanol. Es evidente que las mismas le-
vaduras o vacterias serfan itiles también para convertir la biomasa en piensos
(como protefinas monocelulares) y en los productos quimicos industriales mencio-
nados en el pdrrafo anterior.

El principal componente del programa serfa el de investigacidn y desarro-
1lo, en que la labor de investigacién se realizarf{a por cuatro grupos, por lo
menos, relacionados entre sf. El primero lo dirigird un microbidlogo, y su
funcidn principal serd analizar las celulasas obtenidas de los microorganismos
celuléticos conocidos y buscar nuevos microorganismos celuloliticos. El
segundo grupo, ' que Jir;.giré. un  biloquiiico, se ocupgé. de




purificar las celuiasas (seleccionadas por el grupo de microbiologia) y estu-
diar sus propiedades. Este grupro iniciard también los trabajos sobre la
clonacidn de los genes de celuiasa. El tercer grupo, que estard dirigido por
un experto en el ADN recorbinadd, se ocupard de moiificar los genes de celula-
sa clonados (por el grupo de bioquimica; y también de transferir lcs genes bac-
terianos Ge celulasa clonados a células de Zymomonas mobilis. El cuartc grupo,
que serd dirigido por un experto en levaduras, se ocupard de transferir los
genes de celulasa clonados de la Tricoderma reesei {u otros genes fungales de
celulasa como 1lcs del Penicillium funiculosum) a células de levadura, y de
determinar las condiciones para la transformacidn Sptima de celulosa en gluco-
sa y etanol. Cada uno de esos cuatro grupos incluird un becario posdcctoral

o un técnico, o ambos, y el jefe de cada grupo contard con la asistencia de un
cientifico de categoria subalterana (con £itulo de doctor). Cada grupo podrd
formar unos dos alumnos de paises en desarrollo, cada dos afios.

Escs cuatro grupos organizarin dos reuniones o cursos practicos. Se in-
vitard a expertos internacionales de cada esfera de investigacidn y desarrollo.
Los temas de Adehzte comprenderan estudios scbre lus microorganismos ceiuloli-
ticos y las celulasas, la clonacién y amplificacidn de los genes de celulasa,
1a transferencia de genes de celulasa clonados a leviduras o bacterias fermen-
tadoras, y el mejoramiento de la eficiencia de la transformacidn de la celulosa
(y de la hemicelulosa) en azicar y luego en alcchol.

Los resultados de este programa se obtendran en varias etapas. Ia prime-
ra consistird en identificar las mejores celulasas (obtenidas de uno o mds
microorganismos celuloliticos), que den celulasas estables y de gran actividad
especifica (la endoglucanasa y la exoglucanasa deberdn excretarse al medio de
crecimiento). La etapa siguiente consiste en clonar varias de esas celulasas
y unirlas a pldsmidos bacterianos o pldsmidos de levadura. La tercera etapa
es transferir las celulasas fungales clonadas (como las de la T. reesei) a
células de levadura y maximizar la transformacidn directa de celulosa en etanol
en esta levadura recombinada. Se realizardn exrerimentos paralelos para trans-
ferir celulasas bacterianas clonadas (como las de la Cellulomonas fimi) a la
Zymomonas mobil.s, de forma que esta bacteria recombinada pueda convertir di-
rectamente la celulosa en etanol. Se esperan progresos considerables; no
obstante, confiar en que la investigacién y el desarrollo se terminen en el
proximo quinquenio serfa poco ajustado a la realidad. Con todo, incluso un
éxito parcial serd importante para resolver en definitiva el problema de




transformar eficiente y econdmicamente los materiales celuldsicos en etanol.
Una vez terminados la investigacidn y <l desarrollo bdsicos, el programa se
confiard al grupo de biotecnologia para su adaptacién a la produccién en gran
escala de etanol. Hacen falta también perfeccionamientos tecnoldgicos consi-
derables para la extraccidn y secado en gran escala del etanol.

Se prestardn servicios de asesoramiento en esas esferas a los laboratorios
de los paises en desarrollo.

PRODUCCION DE FERTILIZANTES UTTLIZANDO SISTEMAS BIOLOGICOS

A. 2) Antecedentes y justificacidn

1a nitrificacidén bioldégica es un proceso esercial para todos los organis-
mos vivos de la tierra. La capacidad para reducir el nitrdgeno atmosférico
y convertirlo en ameniace se limita 2 un pequerio numero de tacterias, alges
cianoficezs y actinomicetos. Algunos de esos organismos pueden reducir el
nitrdgeno atmosférico cuando se encuentran en libertad, como la Klebsiella,
el Azobacter y las algas cianoficeas. Sin embargo, los microorganismos econd-
micamente importantes realizan el proceso de nitrificacién en asociacidn estre-
cha con plantas svisriores, en forma de auténticas simbiosis. Durante la sim-
biosis, la planta superior aporta los hidratos de carbono esenciales para los
microorganismos y, a su vez, los microorganismos sunimistran el nitrégeno re-
ducido para la sintesis de las proteinas por las bacterias y la planta superior.
Ia nitrificacidn, que es un proceso anaerobio, se realiza por el complejo de
enzimas de nitrogenasa que se conserva muy bien en todos los microorganismos
nitrificadores. Todo el proceso de la Klebsiella pneumoniae estd codificado
por un racimo genético que contiene unos 17 genes contiguos (tres genes estruc-
turales), los cuales se transcriben midiiecciom.‘lnmte en siete unidades de
transcripcidn. EL operdn Nif de fijacidn del N2 requiere la presencia constan-
te de la proteina del gen A, que actia como inductor. la proteina del gen L
actia como inhibidor del operdn Nif, regulando la produccién de la proteina
del gen A. Datos recientes ae varios laboratorios muestran, no sélo en la
Klehsiella sino también en los Rhizobia y las algas clanoffceas, que los genes
Nif se organizan en racimos contiguos. Auﬁua.lnmte no se comprende la regula-
cidn del proceso de nitrificacidn en los Rhizobia.

Ta fijacién simpiética del nitrégeno requiere la interaccién de microorga-
nismos y de células de plantas superiores. Le proliferacidn de la rafz de 1la




planta, provocada por los Rhizobia, se traduce en formaciores nodulosas en las
plantas leguminosas. A diferencia de lo que ocurre en l:s formaciones de la
hernia de la raiz, los Rhizob'a se encuentran dentro de las células de la
planta y, en un proceso regulado de desarrollo, se convierten en bacteroides
que realizan el proceso de nitrificacidn.

El reconocimiento de las p »ntas, el proceso de infeccidn y la especifi-
cidad del hospedante parecen transmitirse, como racimos genéticos, en el geno-
ma. bacteriano. Recientes descubrimientos hechos en el Rhizobium leguminosarum
documentan la presencia de genes de nodulacidn y de genes de nitrificacién en
un gran plasmidy. Al transferir este pldsmido al Agrobacterium tumifaciens,
se formaron nédulos ineficaces no nitrificadores después de infectar raices de
guisantes. D2 igual modo, las células del Rnizobium meliloti contienen plds-
midos ain majores 1llamados megapldsmidos (de tamafic superior a 500 KD). Estos
megapldsmidos contienen también los genes necesarios para el proceso de nodu-
la.c:Lon estrechamente vinculado al racimo de genes de nitrificacidn. Los expe-
rimentos realizados para transferir la capacidad de nitrificacidén de las célu-
las bacterianas a un sistema celular eucaridticac mediante la ingenieria gené-
tica se tradujeron en el mantenimiento estable del gen Nif en el cromosoma
nimero 3 de la levadura. Sin embargo, no se observaron productos de transla-
cién en las células de levadura transformadas, lo que indica que hace ralta
sustituir las sefiales de los genes bacterianos Nif por las sefiales de la leva-
dura o de la planta para obtener la expresién de los genes. Ademds, hardn fal-
ta estudios mis detenidos para comprender la estructuracién de la. nitrogenasa
en una célula eucaridtica.

B. 2) Actividades

Para producir fertilizantes utilizando sistemas bioldgicos, hay que resol-
ver cierto nimero de problemas fundame.tales y técnicos. Aqui se presentan
sdlo dos proyectos importantes. La labor de investigacidn estarfa a cargo de
un equipo compuesto de, por lo menos, tres grupos estrechamente relacionados,

y en consulta con los expertos en ingenieria genética de plantas descritos en
el programa de produc:og agricolas y alimentarios mejorados. 1/ El primer

1/ 'Productos agricolas y alimentarios mejorados mediante la ingenierfa
genética y la biotecnologfa", ID/WG.382/2/Add.5.
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grupo, que dirigird un microb.élcgo, irabajara con bacterias de nitrificacidn
caomo el Bhizobium, ia Klebsella y el Azotobacter, y estudiard la eficiencia y
la gama hospedante de la nitrificacidn. El segundo gripo, que dirigird un
bioquimico, utilizard métodos bioquimicos para analizar el sistema de fijacidn
del nitrdgeno, y usard la tecnologia del ADN recarbinado para clonar y trans-
ferir genes entre las cepas de bacterias nitrificadoras o entre las bacterias
¥ las plantas. El tercer grupo, que dirigira un experto en plantas y células
vegetales, estudiard el mecanismo y la eficiencia de los sistemas nitrificantes
y fotosintéticos de las plantas. A medida que se comprendan mejor esos sis-
temas, cooperard can 1los grupos de microbiologia y bioquimica para utilizar
las bacterias nitrificadoras seleccionadas genéticamente o para transferir
bacterias modificadas de ADN recambinado a las plantas. Comprocari el ritmo
de crecimiento de las plantas, el contenido proteinico de las semillas, etc.,
y trataré de maximizar el rendimiento.

Cada uno de esos tres grupos incluird un becario posuoctoral y un téenico,
y quizd un cientifico 42 categoria subalterna que ayude al jefe del grupo en
ese rrograma. Cada grupo pedrd formar wncs dos alumos procedentes de paises
en desarrollo cada dos afios. En otras palabras, los tres grupos podrdn formar
seis alumos en dos afios, o sea, 15 alumos en el primer quinquenio.

Esos tres grupos organizardn una reunién o curso practico anual conjunto.
Se invitarid a participar a expertos en esta esfera de investigacidn procedentes
de diferentes paises.

Se necesitardn los servicios de asesoramiento de diversos grupos de inves-
tigacidu importantes del mumndo en esta esfera de investigacién. los servicios
de asesoramiento incluirdn la invitacidn de investigadores en activo para que
pasen en el CIIGB varios dfas o varias semanas., Todos los aflos se invitard
quizd entre tres y seis investigadores. Los servicios podridn incluir también
el envio de uno o varios investigadores a algunos centros principales de inves-
tigacidn de todo el rundo, para que trabajen en problemas gy especificos, re-
lacionados con las condiciones del suelo y las cepas competitivas de bacterias
nitrificadoras de la regidr. Esas cepas podran lievarse al CIIGB para su mo-
dificacién genética.

El rescltado principal de este programa serad nejorar ias cepas existentes
de Rhizobiun, para hacerlo mds competitivo en su ambiente natural. en las dife-
rentes zonas del mmndo. fomo las condiciones del suelo y las bacterias compe-
tidoras en los vuelos de las diferentes pa.rtés del mmdo serdn diferentes, se
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crearsn en cada caso cepas mejoradas de Fhizobium hechas a medida. Aunque el
principio de la mc iificacion genética es muy simple, esta esfera de investiga-
cién requiere mucho tiempo y quizi no sea posible hacer grandes progresos en
el primer quinquenio. En cambio, incluso los pequefios perfeccionamientos lo-
grados en la eficiencia de la nitrificacidn, que produzcan un aumenio del 10%
en el rendimiento de los cultivos, serdn ecandmicamente importantes.

Ademés, toda investigacidn bdsica realizada en el CIIGB que conduzca a
una mejor camprensidn de las bacterias nitrificadoras y de la interaccidn entre
las bacterias y las plantas serd beneficiosa para mejorar la productividad de
los cultivos. la soja y el frijol de vaca se utilizan como ejemplos en este
programa de trabajo. Los principios que inspiran este tino de investigacidn
y la tecnologia obtenida podran aplicarse a otros sistemas.

Es probable que la utiiizacidn de microorganismos libres para mejorar la
productividad de los cultivos, mediante el estudio de la Pseudomonas nitrifi-
cante y las algas cianoficeas nitrificantes produzca resultados positives en
el primer quinquenio.

1. Utilizacién de la ingenieria genética para alterar el Thixobium y otros
microorganismos, a fin de fijar mds nitrdgeno con objeto de aumentar la produc-
cién agricola

Alteracidn de los Rhizobia para aumentar la productividad de los cultivos.

Los principales factores limitativos en la fijacidn simbidtica del nitrd-
geno son la falta de cepas competitivas del Rhizobium. Sabido es que menos
del % de los Rhizobia inoculados resultan eficaces para cultivar plantas -
utiles. M segundo lugar, se necesitan Rhizobia capaces de nodular y fijar el
nitrdgeno en presencia de bacterias fijas del suelo. Por ultimc, el proceso
de nndulacidén y el proceso de nitrificacidn son sensibles a factores de esfuer-
20, por ejemplo, la seguia, la sal y el calor.

las principales plantas leguminosas cultivadas son 1a soya y el frijol de
vaca. Por consiguiente, debe darse mayor importancia al aislamiento de cepas
nuevas obtenidas del suelo y a la seleccidn de cepas competitivas de las espe-
cies de frijol Rhizobium japonicum y Rhizobium. Al mismo tiempo, esas cepas
deben adaptarse a cultivares de plantas regionales y a las cmdicimbs locales
del suelo., Al disponer de sistemas de transferencia de gene~ de Rrizohium,
podria utilizarse la tecnologia del ADN recombinado para combinar la.s caracte-
risticas beneficiosas de los Rhizobia maturales. Aden*é; de producir cepas
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competitivas, la aplicacién de la biologia molecular a los Fhizobia podria pro-
ducir noduladores constitutivos y cepas fijadoras constitutivas independientes
o no inhibidas por el nitrdgeno del suelo. Al disponer de sistemas de trans-
ferencia de genes y de genes clonados en genes de nodulacidn de Rhizobia de
lento crecimiento, se podria movilizar genes nitrificadores o con capacidad
para superar el esfuerzo, a fin de crear cepas superiores de Rhizobium.

Ia biologia molecular deber{a tratar de comprender también la respuesta
de las plantas a la infeccidn con microbios. La capacidad de los microorganis-
mos para vencer los mecanismos naturales de defensa de las plantas puede condu-
cir a una infeccidn y nodulacién con Fhizobia mds efectivas. Deberia tratarse
asimismo de crear nddulos en otras partes de la planta distintas de la raiz,
por ejemplo en el tallo o las hojas.

El suministrar nitrégeno en forma de nédulos en los tallos u hojas en el
momento en que es mds necesario, antes ¢2 que las vainas se llenen, podria ser
Je enorme importancia econdmica para la agricultura. Ademds, deberia estudiar-
se a nivel de biologia molecular la interaccidn entre la fotosintesis y la
fijacién del nitrdgeno. En suma, el desarrollo de cepas superiores y le com-
prensién mds completa del proceso de infeccidn y de la respuesta de las plantas
superiores podria conducir a una asociacidén Sptima entre plantas y microbios
y, por consiguiente, a un aumento de la productividad de las legumbres. Ia
tecnologia del ADN recombinado puede permitir la transferencia de la capacidad
nitrificadora a plantas importantes distintas de las legumbres. Estas inves-
tigaciones son de naturaleza estrictamente bdsica y su realizacidn exigird
mucho tiempo.

2. Utilizacién de microorganismos libres para aumentar la productividad de
los cultivos

las principales plantas cultivadas no leguminosas son el mafz, el arroz,
el trigo, etc. ILa sustitucidn ée1 nitrégeno quimicamente reducido por nitré-
geno fijado biolégicamente en esos cultivos es de inmensa importanc:. . econémi-
ca; por consiguiente, los microorganismos del suelo, como el Azotobacter, la
Pseudomonas nitrificante y las algas cianoficeas deberian recibir mayor
atencién. la posible aplicacidén de la Pseudomonas nitrificante en las rafces
o los tallos podria llegar a ser tan importante para la fijacidn en los cerea-
les ~omo es la de los Rhilzobia para aumentar la produccién de legumbres. Ademds,
la ingenieria genética de los microorganismos del suelo en general podria
conducir a una mayor produccién agricola por medio de la creacidén de




microorganismos incapaces de causar enfermedades o alterando microorganismos
para que se conviertan en antagonistas naturales de los agentes patdgenos y
competidores. Ademds, deberia prestarse atencidn a los microorganismos foto-
sintéticos que pudieran adaptarse, como simbiontes, a las hojas de plantas

superiores; un ejemplo es la interaccidn entre el helecho acuitico (Azolla)
y las algas cianoficeas.
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C. 2) Plan de trabajo

Calendario del programa de trabajo sobre produccidn de cambustible a partir de
la biomasa:

afio 0 afio 1 afo 2 aﬁc|>3 aiio 4 afo 5
L i i 1 H
L 1 T * 1 1

(i)
‘l ]

]
andlisis de celulasas

(ii)
} }
clonacién de celulasas Produccién de mutantes
favorables

(iii)
; :
clonacidn de genes fungales de celu-

lasa e introduccidn de los genes en
1la levadura

(iv)

| H
Ll 1
clonacién de genes bacterianos de celulasa,
e introduccidn de los genes en la Z. mobilis

(v)
! 4
clonacidn de genes de xilosa
isomerasa e introduccidn de
los genes en el S. Pombe

Calendario del programa de trabajo sobre produccidn de fertilizan’  -or sis-
temas bioldgicos:

Se espera que algunos proyectos den resultados positivos en e. - temporal
indicado; otrcs (somo el b) y el d)) pueden necesitar un perfodo mucho mayor
para su temﬁ.nacion.

afio 0 afio 1 afio 2 afno 3 afio 4 ano 5
1 ! 1 ! | i
LI T ) L 1 -

a) Aislamiento de nuevas
cepas de Rhizobia

L !
LI T

b) Mejoramiento de cepas de Rhizobia mediante
técnicas de ADN recombinado

+ !

c) Introduccién de nédulos en
) tallos u hojas
J
L
d) Transferencia de genes nitrifica.dores a
1 plantas
l
e) Alteracién de los microbios del suelo mediante la
ingenier{a genética.

|
T T—— -t
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D. 2) Colaboracién con otras instituciones

Sera necesario establecer contactos con varias instituciones de investi-
gacidn importantes. Estas instituciones incluirdn:

- Izboratorios de investigacidn avanzada;

- Organizaciones internacionales competentes como la Organizacidn de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacidn (FAO);

- Proyzctos en curso en esta esfera, camo el programa de la ONUDI para
la transformacidn de desechos agricolas en Filipinas.

E. 2) Requisitos previos

El requisito previo necesario para garantizar la ejecucidn con éxito del
programa es que los alumos tengan las calificaciones académicas apropiadas.
Los alumos haordn de tener un titulo de doctor o equivalente en bioguimica
o microtiologia. Habrdn de conocer bien las técnicas generales de laboratorio
en materia de bioquimica y de microoiologia. Habran de tener firmmes motivacio-
nes y estar ansiosos de aprender bajo la supervisidn estrecha de los cientifi-
cos del personal o lcs becarios posdoctorales, en el CIIGB.

En un principio, los candidatos a alumos podran ser recomendados por los
consejos cientificos de los pafses en desarrollo. Es imperativo que la selec-—
cidn final sea hecha por el personal cientifico del CIIGB, porque las califi-
caciones deben basarse en méritos cientificos.

F. 2) Necesidades financieras

Cuando el programa esté en pleno funcionamiento se requeririd el siguiente
personal:

- dos cientificos de categoria superior

- ocho cient{ficos de categoria subalterna
- slete becarios posdoctorales

- ocho téenicos

Se espera que en este programa de trabajo participen 25 alumos.




Cientifico de categoria superior
Cientifico de categoria subalterna
Cientifico postdoctoral’

Técnicos
Total parcial

Direccidn del Centro y personal
de apoyo

Total del personal

ACTIVIDADES OPERACIONALES

Cientificos visitantes
Reuniones de grupos de expertos
Servicios de asesoramiento
Capacitacién

Material de informacidn

Adquisicién de productos quimicos,
ete.

Asociaciones

Gastos diversos (viajes, teléfono,
ete.)
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Presupuesto_gquinquenal

(primer afio, al 40%; segundo afio, al 60%)

8 afios-hombre
32 afios-hombre
28 afios-hombre
32 afios~hombre

4O meses-hombr=

I meses-hombre
30 meses-hombre
50 afios-hombre

104 afios-unidad-
hombre

Total de las actividades operacionales

Total del programa de trabajo

(miles de ddlares de
de los EE.UU.)

600
1.k40
672
skl

3.256

937
4.193

320
100
300
1.125
30
1.0ko0

150
138

3.203
7.396




ANEXO I

Necesidades de equipo

Las necesidades de equipo para este programa son las siguientes:

30 bafios e incubadoreas

20 batidoras giratorias pequeflas

20 balanzas (una micro, una mecro)

10 medidores del pH

20 microcentrifugadoras de mesa

20 microcentrifugadoras refrigeradas

10 centrifugadoras de pie, de velocidad media (como la Sorvall RC-5)
10 espectrofotometros

30 refrigeradorsas

Las instalaciones de apoyo compartides incluirén:

a)

b)

c)

Salas de instrumentos con:

- 1 escintildmetro

- 1 heiadora

~ 2 batidoras giratorias grandes
- 1 espectrofotémetro registrador

= 10 Jjuegos de electroforesis

centrifugadoras de pie, de velocidad media

- 2 centrifugadoras de gran velocidad (como la Beckman L8-70)

Una sala de recipientes bioldgicos (de nivel p2) con:
~ 2 campanas de flujo laminar

- 2 batidoras giratorias grandes

- 2 centrifugadoras de velocidad media

- 1 centrifugadora de gran velocided

- 1 autoclave

~ 2 microscopios

- 2 baiios

- 2 incubadoras

Una sala de preparacién y esterilizacidén de medios con:
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1 autoclave
- 1 campana estéril
- 1 alambique de cristal para destilar agua

- 2 balanzas
d) Una cémara frigorffica a L°C con:

- 1 centrifugadora pequeifia
- 2 bafios

- varias columnas de cromatografia
e) Ura cémara frigorifica a -20°C
£) Una cémara oscura con:

- 1 reveladora automfitica de peliculas de rayos X
-~ 1 ampliadora

- 1 positivadora
2) Una sala de lavado con:

- 2 mAquinas de lavar
- 1 autoclave

- 2 hormos, etc.

Se necesitaran camaras o invernaderos agrupados, de temperatura y de

humecdad controladas, para cultivar célules y plantas.




-19 -

Referencias para la produccidén de combustible lfquido a partir de la biomasa

1. A.E, Humphrey (1979) en Hydrolysis of Cellusose. Mechanisms of
Enzymatic ani Acid Catalysis (Recop. R.D. Brown, Jr. y L. Jurasek)
pdg. 25, Amerc. Chem, Society, Washington, D.C.

2. Gong, C.S., Ladisch, M.R. y Tsao, G.T. (1979) en Hydrolisis of
Cellusose: Mechanism and enzymstic and acid catalysis (Recop. R.D.
Brown y L. Jurasek), 261.

3. Mandels, M, y Andreotti, R.E. (mayo de 1978) Process Biochem., pégs.
6 a l3.

L. Andreotti, R.E., Medeiros, J,E,, Roche, C.R. y Mandels, M. (1981)
Proc, Second Int'l. Sympo. on Bioconversion, Nueva Delhi, India
(Recop. T.K. Ghose), Vol. 1, 353 a 372.

5. "Methods in Enzymology" (1$73) Rec mbinant D¥i (Reccp. R. Wu) Vol. 63.

6. "A Manual for Genetic Engineering: Advanced Bacterial Genmetics”
(1980) (Recop. F.W. Davis, D, Bostein, J.%. Roth), Cold Spring Harbor
Lab,

7. Smith, M, y Gillam, S. (1981) Genetic Engineering (Recop. J.K. Setlow,
A, Hollaender) 3, 1,

8. Einaen, A., Hicks, J.B., y Fink, J. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 75, 1929,

9, FEntian, K.-D y Zimmermann, F.K. (1980) Molec. Gen. Genet. 177, 345

10+ Rogers, P,L., Phil, D., Lee, K,J. y Tride, D.E. (1980) Process.
Biochem. 15, 7.

11, VWhittle, D.J., Kilburn, D.G., Warren, R.A.J, y Miller, Jr. R.C,
(1982) Geme 17, 139.

12, Bland, R.R., Chen, H.C., Jewell, W.J,, Bellamy, W.D. y Zall, R.R,
(1982) Biotech. Letters L, 323,

13. Switzenbaum, M.S, y Jewell, W,J. (1978) Aannual Water Pollution Control
Control Federation Conference, Annaheim, Cal, L2 pégs.

1k, Shimatake, H, y Rosenberg, M. (1981) Nature 292, 128.

15, Gong. CeS., Chen, L.F., Flickinger, M.C. y Tsao, G.T. (1981)
Recop. A, Fiechter) Adv. Biochem. Engineering 20, 93.




- 20 -

16, Chiang, L.C., Hsiao, H.Y., Ueng, P.P. Chen, L.F. y Tsao G.T. (1.981)
Biotech. Bioengineering Symp. 11, 263.

17. Detroy, R.W., Cunningham, R.L., Bothast, R.J., Bagby, M.O., ¥ Herman,
A. (1982) Biothech. Bioengineering 2, 1105.




- 21 -

BIBLIOGRAFIA

Proyecto de nitrificacién

Brisson, N. y Verma, D.P.S. (en prensa) "“Soybean Leghemoglobin Gene Family:

Normal, Pseudo and Truncated Geues". PRAS.

Hyldig-Nielsen y otros (1982) “"The Promary Structure of Two_Leghemoglobin
Genes from Soybean”, Hucieic Acid Res. 10:688.

Roberts, G.P. y Brill, W.J, (1981) "Genetics and Regulation of Nitrogen
Fixation", Ann. Tev, Micrcbiol. 35:207 y 235,

Bénfalvi, Z., Sakanyan, V., Konez, C., Kiss, A,, Dusha, I., y Kondorosi, A.
(1981) "Location of Nodulation and Nitrogen Fixation Gene on a High
Molecular Weight Plasmid of R. meliloti."

Friedman, A.M., Long. S.R., Brown, S.E. Buikema, W.J., y Ausubel, F.M.

(en prensa) "Construction of a Broad Host Range Cosmid Cloni
ange Lng

Vector and Jts Use in the Genetic Analysis of Rhizobium Mutants.”

Ruvkun, G.B. y Ausubel, F,M. (enero de 1981) "A_General Method for
Site-directed Mutagenesis in Prokaryotes.”, Nature 289:85 a 88.

Beringer, J.E,, Beynon, J.L., Buchanan-Wollaston, A.V., Johnston, A.W.B.
(diciembre de 1978) "Transfer of the Drug-resistance transposon Tn5 to
Rhizobium", Nature 276:633 a 63L.

Zurkowski, W. y Lorkewicz, 2. (1979) "Plasmid-mediated control of nodulaticn
in Rhicsohivm trifolii”, Arch. Microbiol. 123:195 a 201.

Nuti, M.P., Lepidi, A.,A., Prakash, R.K., Schilperoort, R.A., y Cannon, F.C.
(1979) "Evidence for nitrogen fixation (nif) genes on indigemous

Rhizooium plasmids,” Nature 282:533 a 535.

Krol, A.J.M., Hontelez, J.G.J., van den Bos, R.C. y van Kammen, A. (1980)

"Expression of large piasmids in the endosymbiotic form of Rhizobium

leguminosarum, Nucleic Acids Res. 8:4337 a L347.

Johnston, A.W.B. y Beringer, J.E. (1975) "ldentification of the Rhizobium
strains in pen root nodules using genetic markers " Microbiol.
87:343 & 350,

S







