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A. 1) Antecedentes y justificación

Eh vista de los crecientes problemas de escasez de combustible y reutili- 
zación de desechos, resulta necesario lograr la utilización y transformación 
eficientes de recursos renovables (como los materiales v residuos celulósicos) 
en combustibles líquidos. De esta forma se reducirá, al menos parcialmente, 
la necesidad de recurrir a materiales no renovables como el petróleo, cuya 
oferta disminuye.

A fin de resolver este importante problema mundial, el insumo de la inge
niería genética y de la biotecnología es absolutamente esencial. La ingeniería 
genética constituye un conjunto de múltiples disciplinas, entre las que se 
encuentran la bioquímica, la microbiología, la genética y la tecnología del 
ADN recombinado.
1. Materiales celulósicos. I> celulosa y la hemicelulosa sen los recursos 
renovables más abundantes de la naturaleza. Con la lignina, constituyen alre
dedor del 95% del peso seco de los residuos vegetales. La producción mundial 
de celulosa de residuos es superior a los 4.000 millenes de toneladas anuales 
(1). Si los materiales celulósicos pudieran transformarse eficientemente en 
etano.1, se dispondría de una enorme fuente de combustible líquido. Técnicamente, 
el proceso es relativamente sencillo: la hidrólisis de la celulosa para obte
ner glucosa y la transformación ulterior de ésta en etanol. EL proceso se 
utilizó para la producción de etanol en gran escala durante la primera y la 
segunda guerras mundiales, y se perfeccionó en el decenio de 19*K). Como conse
cuencia del bajo rendimiento y de la corrosión causada por el ácido catalítico 
necesario para descomponer los rateriales celulósicos, el proceso no podía 
competir económicamente con los procesos basados en el petróleo. Sin embargo, 
la reciente crisis energética y el rápido agotamiento de las reservas de petró
leo, Juntamente con el desarrollo de la hidrólisis enzimàtica microbiana de la 
celulosa, ha invertido paulatinamente la situación. Mediante la aplicación de 
la ingeniería genética y de la biología, se confía en que la conversión de los 
materiales celulósicos en etanol resultará económicamente competitiva.
2. Celulasas. Los principales componentes celulósicos se aislaron a partir 
de filtrados de cultivos de muchos microorganismos como la Trichoderma reesel, 
cuyo sistema es el que más detenidamente se ha estudiado. Utilizando procedi
mientos cromatográficos, han purificado las celulasas para lograr su homo-
geneidad (2). Ehtre esas celulasas se encuentran las siguientes:
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a) i, ¿Lucañ glucanohiárolasc. (conocida también couo aiuO(¿luc?— 
nasa y OCasa): convierte la celulosa amorfa en fibras libres.

b) 1 ,̂ -̂ -glucan celobiohidrolasa (conocida también como exogluccma-
sa, exocelulosa y avicelasa): convierte el papel filtro o avicel
en celobiosa, con un modo de ataque terminal. Es una enzima des- 
cristalizadora. la 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 actúa como inhibidor no competitivo. Al 
parecer, produce una alta inhibición del sustrato en concentra
ciones de éste muy elevadas. Es la menos estable de las tres 
celulasas y la que se encuentra en menor cantidad en la T. reesei.

3. Microorganismos celulolíticos. Muchos microorganismos contienen celulasas. 
Algunos de los que han merecido atención recientemente son los siguientes (3):

a) Bacterias
Cellvibro fulvus, cellvibro vulgaris: aerobios, mesófiios;
Cellulcmonas: aerobio5 mesófilo;
Pseudomonas fluorescens: aerobio, mesófilo;
Clostridium thermocellulaseum: anaerobio, termòfilo

b) Actinomiceto (aerobio)
Estreptomices ($1B8l4
Termoactinomiceto; thermomonospora curvata;
Tnermomonospora fusca

c) Hongos (aerobios)
Aspergillus niger
Trametes sanguinea; Boria; Pestalotiopsis westerdijkii 
Peni id Ilium iriensis Qf̂ 624; Penicillum funiculosum 
Polyporus versicela; Polyporum tulipiferae 
Rosarium solani; sporotrichum pulverulentum QM91̂ 5 
Trichoderma reesei (viride)
Trichoderma lignorium; Trichoderma koniugii 
Uiermoascus aurantiacus QM9383

Como la biomasa está conquesta por alrededor de un de celulosa, un 
3056 de bemicelulosa y un 2056 de lignina, el tema central y el principal objeti
vo de este programa de trabajo es la transformación eficiente de la celulosa
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y la hemicelulosa en etanol. Para alcanzar los objetivos mencionados hay 
varios métodos experimentales. Aquí sólo se examinarán dos de los más 
importantes :

a) Utilización de microorganismos manipulados genéticamente;
b) Utilización do la tecnología del AUN recombinado, especial mente para la clonación molecular y la amplificación de los genes de celulasa.

B. 1) Actividades

Para la transformación eficaz de celulosa y hemicelulosa en etanol, deban 
resolverse cierto número de problemas fundamentales y también técnicos. Es 
evidente que habrá que abordar paralelamente varios problemas diferentes. Una 
gran parte del presente programa de trabajo entrañará investigación básica, 
ya que quedan por determinar algunos puntos fundamentales de este sistema 
complejo.
1. Análisis de las celulasas obtenidas a partir de organismos celulolíticos.
Se analizarán las tres celulasas - endoglucanasa, excglucanasa y celobiasa - 
obtenidas de una diveisidad de organismos celulolí ticos conocidos (véase la 
sección A. 1)), a fin de determinar la cantidad de ̂ -glucosî asa (por ejemplo, 
unidades/ml) excretada al medio extracelular y a las células, la actividad 
específica de las enzimas brutas y purificadas (unidades/mg de proteínas), la 
estabilidad, el grado de inhibición de productos o de sustratos, etc. Deberían 
analizarse otros microorganismos en busca de nuevas fuentes de celulasas.

Una vez encontradas diversas fuentes apropiadas de celulasas, el volunen 
o las propiedades de las enzimas podrán mejorarse, muy probablemente, aplican
do métodos genéticos de mutación como los utilizados para sele 'clonar los imi
tantes favorables AM9414, MCU77 y MCXìQO de la Trichoderma reesei (4).
2. Clonación de los genes de celulasa y producción de imitantes favorables 
mediante la mutagénesis in vitro. Un método apropiado de Investigación que 
puede adoptar el CHGB censiste en clonar los genes de celulasa obtenidos de . 
los organismos celulolíticos analizados en la secciài 1 supra. Esto puede lo
grarse formando bibliotecas genómicas u obteniendo ENA-c a partir del ARN-m 
mediante la aplicación de las técnicas del ADN recombinado (5,6). Una vez que 
los genes se hayan clonado en un plásmido, situado cerca de un fuerte activador 
y de emplazamientos apropiados de enlaces de ribo somas, y que se hayan intro
ducido en el E. coll o el B. subtllls por procedimientos de transformación (5,6),
cabe esperar la producción de grandes cantidades de esas celulasas,
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EL paso siguiente consiste en realizar mutagénesis in vi tro en los genes 
de celulasa clonados, mediante cambios de pares básicos o pequeñas supresiones 
(7), con la esperanza de producir genes mutantes que codifiquen celulasas con 
mayor resistencia a la inhibición de productos.
3. Clonación de genes fúngales de celulasa e introducción 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 (como las del Saccbaronyces cerevisiae), que pueden convertir 
eficientemente la glucosa en etanol, no pueden degradar la celulosa. Un méto
do apropiado de investigación que puede estudiar el CIIGB consiste en construir 
una cepa mejorada de levadura que lleve genes de celulasa y pueda excretar las 
celulasas de las células para convertir la celulosa en glucosa. Esta nueva 
cepa debería poder transformar eficientemente la celulosa en etanol. la crea
ción de la cepa entraña dos etapas. la primera es clonar los genes de celula
sa de la Trichoderma reesei (mutantes MCG77 o MCG80) o de otros hongos celulo- 
líticos, como se describe en la sección anterior. Sin embargo, en este caso 
los genes se unen a un plásmido de levadura (como el de tipo YEpl3, que tiene 
una secuencia de Ars y un marcador fácilmente seleecionable como el His3 o el 
IEU2). la segunda es transferir a la levadura los genes de celulasa juntamente 
con los plásmidos de levadura, por transformación (8). El plásmido puede 
mantenerse en la levadura cultivando ésta en ausencia 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 señaladores 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 deberían incxulr péptidos señaladores para la excreción de las celulasas 
en el medio. Si no son reconocidos por la levadura, se podría seguir otro 
método. Se eliminarían, mediante técnicas normales del ADN recombinado, los 
genes clonados que codificaran los péptidos señaladores de la T. reesei, y se 
incluirían sólo los genes estructurales de las celulasas. Estos genes de celu
lasa se unirían a un derivado del YEpl3 que contiene también la secuencia de 
activadores y la secuencia ¿-1 péptidos señaladores del gen de la invertasa de 
la levadura. Coms la invertasa de 1¿ levadura se excreta, los genes de celula
sa, unidos a su gen de secuencia señaladora, se excretarían también. Se han 
aislado mutantes de la levadura que producen un exceso de invertasa (9). Eh
caso necesario, se clonará 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, 
romo las del S. cerevisiae (cuyo sistema de transformación se ha determinado y 
que puede cultivarse fácilmente en fermentadores en gran escala), pueden con
vertir entonces directamente los materiales celulósicos en alcohol.
k. Clonación de genes bacterianos de celulasa e introducción de esos ganes 
ai la Zymomonas mobilis. La bacteria gymanonas mobilis puede transformar la * l,
gLucosa en etanol (10), con las siguientes ventajas:

a) altos rendimientos específicos de etanol;
b) tolerancia a las concentraciones elevadas de glucosa; y
c) la capacidad para crecer de forma totalmente anaerobia, de modo que la edición de oxígeno en las fermentaciones continuas resulta innecesaria.
Recientemente, Biand y otros (12) han utilizado un reactor de inmoviliza

ción de células de "lecho ampliado con película agregada" (13) y han mostrado 
que la transformación de azúcar ai etanol por la bacteria Z. mobilis puede 
aumentarse hasta 105 gu/l-hora, sobre la base del volurrsn total del fermenta- 
dor (12). Aunque el fermentador de ese tipo es un medio eficiente de transfor
mar el azúcar en etanol mediante la Z. mobilis, esta bacteria no tiene los ge
nes de celulasa necesarios para transformar la celulosa en glucosa.

Bacterias como la Cellulomonas flmi contienen genes de celulasa y excretan 
celulasas que penetran en la matriz leñosa y atacan extracelularmente a la 
celulosa para producir azúcares. Por lo menos una celulasa obtenida de la
C. flmi ha sido clonada recientemente (11). EL paso siguiente consiste en 
clonar el gen que codifica las tres celulasas (endo-pl,̂ -glucanasa, exo-̂
l, 4-glucanasa y ̂ -glucosidasa), Juntamente coi la secuencia de codificación 
de los péptidos señaladores, y unirlos a un plásmido bacteriano como el pKC30 
(14), cerca de la fuerte secuencia de activadores descrita en la sección 2 
supra.

Un proyecto de que el CIIGB puede ocuparse consiste en transferir los genes 
bacterianos de celulasa clonados de un plásmido como el pKC30 a. la ’iymocnonas 
mobilis, por transformación. Puede ser necesario encentrar primero los proce
dimientos de transformación para introducir plásmidos en la Z. mobilis, emplean
do los principios y técnicas utilizados para introducir plásmidos y genes ex
traños en la E. coli y la B. subtills. Si el plásmido y los genes de celulasa 
no son estables en la bacteria, se les puede obligar a integrarse en el cromo
soma bacteriano mediante su recombinación integradora. Esta se logra clonando
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primero un gen Y de la Z. mobilis en el mismo plásmido pK¡C30. Uha vez que los 
genes de celulasa se unen también a este plásmido y transforman las células, 
se puede integrar todo el derivado pKC30 en el cromosoma de la Z. mobills, en 
el emplazamiento del gen Y, mediante su recombinación integradora.
5. Clonación del gen de 3a xilosa isomerasa e introducción de ese gen en el 
S. pombe. Mediante la utilización de ácidos diluidos se pueden obtener fácil
mente altas concentraciones de hidratos de carbono derivados de la hemicelulosa. 
Los organismos ideales para transformar los hidratos de carbono derivados de 
la bicmasa en productos como el etanol son las levaduras. Sin embargo, la 
mayoría de las levaduras no pueden degradar las pentosas. La reciente demos-? 
trac ion, con éxito, de la posibilidad de producir cuantitativamente etanol 
(80% del rendimiento teórico) a partir de la D-xilosa, utilizando levadura y 
xilosa isomerasa, simplificaría el problema relacionado con el proceso de la 
pentosa (l6).

Ln campo posible de investigación consiste en clonar el gen de la xilosa 
isomerasa e introducirlo en un Schizosaccharonyces pctnbe, que es una levadura 
más conveniente que la de panadero (S. cerevisiae) para convertir la xilulosa 
en etanol. Esta levadura genéticamente manipulada puede .ransformar entonces 
la xilosa en etanol, con un alto rendimiento. Esta cepa de levadura debería 
ser mucho más eficiente para producir etanol que la cepa recientemente descu
bierta de Pachysolen tannophilus NRRL 2460 (17).

Además de producir etanol, entre los subproductos de la degradación de la 
hemicelulosa por medio de microorganismos se encuentran el metano, los ácidos 
orgánicos, los alcoholes del azúcar, los disolventes y los piensos animales.
Así pues, pueden producirse otros materiales útiles.

De hecho, en esta parte del programa de trabajo se subraya la utilización 
de levaduras o de bacterias genéticamente manipuladas, para la transformación 
eficiente de materiales celulósicos en etanol. Es evidente que las mismas le
vaduras o bacterias serían útiles también para convertir la biomasa en piensos 
(como proteínas monocelulares) y en los productos químicos industriales mencio
nados en el párrafo anterior.

EL principal componente del programa sería el de investigación y desarro
llo, en que la labor de investigación se realizaría por cuatro grupos, por lo 
menos, relacionados entre sí. EL primero Lo dirigirá un microbiólogo, y su 
función principal será analizar las celulasas obtenidas de los microorganismos 
celulóticos conocidos y buscar nuevos microorganismos celulolíticos. El 
segundo grupo, que dirigirá un bioquíniico, se ocupará de
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purificar las ceiuiasas (seleccionadas por ei grujió de microbiología) y estu
diar sus propiedades. Este grupo iniciará también los trabajos sobre la 
clonación de los genes de celuiasa. EL tercer grupo, que estará dirigido por 
un experto en el ADN recccbinadó, se ocupará de molificar los ganes de celula- 
sa clonados (por el grupo de bioquímica) y también de transferir los ganes bac
terianos de celuiasa clonados a células de Zymanonas mobilis. EL cuarto grupo, 
que será dirigido por un experto en levaduras, se ocupará de transferir los 
genes de celuiasa clonados de la Tricoderma reesei (u otros genes fúngales de 
celuiasa como les del Fenicilliun funiculosun) a células de levadura, y de 
determinar las condiciones para la transformación óptima de celulosa en gluco
sa y etanol. Cada uno de esos cuatro grupos incluirá un becario pos doctoral 
o un técnico, o ambos, y el jefe de cada grupo contará con la asistencia de un 
científico de categoría subalterana (con título de doctor). Cada grupo podrá 
formar unos dos alumnos de países en desarrollo, cada dos años.

Eses cuatro grupos organizarán dos reuniones o cursos prácticos. Se in
vitará a expertos internacionales de cada esfera de investigación y desarrollo. 
Los temas de debate conprenderán estudios sobre los microorganismos ceiulolí- 
ticos y las ceiuiasas, la clonación y amplificación de los genes de celuiasa, 
la transferencia de genes de celuiasa clonados a levaduras o bacterias termen
tadoras, y el mejoramiento de la eficiencia de la transformación de la celulosa 
(y de la hemicelulosa) en azúcar y luego en alcohol.

Los resultados de este programa se obtendrán en varias etapas. la prime
ra consistirá en identificar las mejores ceiuiasas (obtenidas de uno o más 
microorganismos celulolíticos), que den ceiuiasas estables y de gran actividad 
específica (la endoglucanasa y la cxoglucanasa deberán excretarse al medio de 
crecimiento). La etapa siguiente consiste en clonar varias de esas ceiuiasas 
y unirlas a plásmidos bacterianos o plásmidos de levadura. La tercera etapa 
es transferir las ceiuiasas fúngales clonadas (como las de la T. reesei) a 
células de levadura y maxiinizar la transformación directa de celulosa en etanol 
en esta levadura recombinada. Se realizarán experimentos paralelos para trans
ferir ceiuiasas bacterianas clonadas (como las de la Cellulomonas fiml) a la 
Zymomonas mobiU.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 investigación y el desarrollo se terminen en el 
próximo quinquenio sería poco ajustado a la realidad. Con todo, incluso un 
éxito parcial será importante para resolver en definitiva el problema de
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transformar eficiente y económicamente los materiales celulósicos en etanol.
Uha vez terminados la investigación y si desarrollo básicos, el programa se 
confiará al grupo de biotecnología para su adaptación a la producción en gran 
escala de etanol. Hacen falta también perfeccionamientos tecnológicos consi
derables para la extracción y secado en gran escala del etanol.

Se prestarán servicios de asesoramiento en esas esferas a los laboratorios 
de los países en desarrollo.

PRODUCCION DE FERTILIZANTES UTILIZANDO SISTEMAS BIOLOGICOS
A. 2) Antecedentes y justificación

La nitrificación biológica es un proceso esencial para todos los organis
mos vivos de la tierra. La capacidad para reducir el nitrógeno atmosférico 
y convertirlo en amoniaco se limita a un pequeño número de bacterias, algas 
cianofíceas y actinomiuetos. Algunos de esos organismos pueden reducir el 
nitrógeno atmosférico cuando se encuentran en libertad, como la Klebsiella, 
el Azobacter y las algas cianofíceas. Sin embargo, los microorganismos econó
micamente inportantes realizan el proceso de nitrificación en asociación estre
cha con plantas superiores, 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 nitrógeno re
ducido para la síntesis de las proteínas por las bacterias y la planta superior, 
la nitrificación, 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 está codificado 
por un racimo genético que contiene unos 17 genes contiguos (tres genes estruc
turales), los cuales se transcriben unidireccionalmente en siete unidades de 
transcripción. El operón Nif de fijación del Ng requiere la presencia cois tan- 
te de la proteína del gen A, que actúa como inductor. La proteína del gen L 
actúa como inhibidor del operón Nif, regulando la producción de la proteína 
del gen A. Datos recientes de varios laboratorios muestran, no sólo en la 
Klebsiella sino también en los Khlzobia y Tas algas cianofíceas, que los genes 
Nif se organizan en racimos contiguos. Actualmente no se conprende la regula
ción del proceso de nitrificación en los Khlzobia.

La fijación simbiótica del nitrógeno requiere la interacción de microorga
nismos y de células de plantas superiores. Le proliferación de la raíz de la
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planta, provocada por los Khlzobla, se traduce en formacicr.es nodulosas en las 
plantas leguminosas. A diferencia de lo que ocurre en lis formaciones de la 
hernia de la raíz, 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 nitrificación.

EL reconocimiento de las p? intas, el proceso de infección y la especifi
cidad del hospedante parecen transmitirse, como racimos genéticos, en el gqno- 
ma bacteriano. Recientes descubrimientos hechos en el Hhizobium leguminosarum 
documentan la presencia de genes de nodulacicn y de genes de nitrificación en 
un gran plásmid'i. Al transferir este plásmido al Agrobacterium tumifaciens, 
se formaron nodulos ineficaces no nitrificadores después de infectar raíces de 
guisantes. Di igual modo, las células del Rnizobium m̂ iiioti contienen plás- 
midos aún mayores llamados megaplásmidos (de tamaño superior a 500 KD). Estos 
megaplásmidos contienen también los genes necesarios para el proceso de nodu- 
lación estrechamente vinculado al racimo de genes de nitrificación. Los expe
rimentos realizados para transferir la capacidad de nitrificación de las célu
la.-. bacterianas a un sistema celular eucarióticao mediante la ingeniería gené
tica se tradujeron en el mantenimiento estable del gen Nif en el cromosoma 
número 3 de la levadura. Sin embargo, no se observara! productos de transla
ción en las células de levadura transformadas, lo que indica que hace falta 
sustituir las seríales de los genes bacterianos Nif por las señales de la leva
dura o de la planta para obtener la expresión de los genes. Además, harán fal
ta estudios más detenidos para comprender la estructuración de la nitrogenasa 
en una célula eucariótica.

B. 2) Actividades
Para producir fertilizantes utilizando sistemas biológicos, hay que resol

ver cierto número de problemas fundamentales y técnicos. Aquí se presentan ' 
sólo dos proyectos importantes. La labor de investigación estaría a cargo de 
un equipo compuesto de, por lo menos, tres grupos estrechamente relacionados, 
y en consulta con los expertos en ingeniería genética de plantas descritos en 
el programa de producios agrícolas y alimentarios mejorados. 1/ El primer

1/ "Productos agrícolas y alimentarios mejorados mediante la ingeniería genética y la biotecnología", ID/WG.382/2/Add.5.



grupo, que dirigirá un microb.ólego, trabajará con bacterias de nitrificación 
cano el Bhizobium, la Klebsella y el Azotobacter, y estudiará la eficiencia y 
la gama hospedante de la nitrificación. EL segundo grupo, que dirigirá un 
bioquímico, utilizará métodos bioquímicos para analizar el sistema de fijación 
del nitrógeno, y usará la tecnología del ADN recarbinado para clonar y trans
ferir genes entre las cepas de bacterias nitrificadoras o entre las bacterias 
y las plantas. EL tercer grupo, que dirigirá un experto en plantas y células 
vegetales, estudiará el mecanismo y la eficiencia de los sistemas nitrif icantes 
y fotosintéticos de las plantas. A medida que se comprendan mejor esos sis
temas, cooperará con los grupos de microbiología y bioquímica para utilizar 
las bacterias nitrif icadoras seleccionada.? genéticamente o para transferir 
bacterias modificadas de ADN recombinado a las plantas. Comprobará el ritmo 
de crecimiento de las plantas, el contenido proteínico de las semillas, etc., 
y tratará de maximizar el rendimiento.

Cada uno de esos tres grupos incluirá un becario posuoctoral y un técnico, 
y quizá un científico de categoría subalterna que ayude al jefe del grupo en 
ese programa. Cada grupo podrá formar unes dos alumnos procedentes de países 
en desarrollo cada dos años. Bi otras palabras, los tres grupos podrán formar 
seis alumnos en dos años, o sea, 15 alumnos en el primer quinquenio.

Esos tres grupos organizarán una reunión o curso práctico anual conjunto. 
Se invitará a participar a expertos en esta esfera de investigación procedentes 
de diferentes países.

Se necesitarán los servicios de asesoramiento de diversos grupos de inves
tigación importantes del mundo en esta esfera de investigación. Los servicios 
de asesoramiento incluirán la invitación de investigadores en activo para que 
pasen en el CIIGB varios días o varias semanas. Todos los años se invitará 
quizá entre tres y seis investigadores. Los servicios podrán incluir también 
el envío de uno o varios investigadores a algunos centros principales de inves
tigación de todo el mundo, para que trabajen en problema® muy específicos, re
lacionados con las condiciones del suelo y las cepas competitivas de bacterias 
nitrif icadoras de la región. Esas cepas podrán Levarse al CIIGB para su mo
dificación genética.

EL resultado principal de este programa será mejorar las cepas existentes 
de Rhlzoblum, para hacerlo más competitivo en su ambiente natural en las dife
rentes zonas del mundo. Como las condiciones del suelo y las bacterias compe
tidoras en los suelos de las diferentes partes del mundo serán diferentes, se
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crearán en cada caso cepas mejoradas de Rhizobium hechas a medida. Aunque el 
principio de la modificación genética es muy simple, esta esfera de investiga
ción requiere mucho tiempo y quizá no sea posible hacer grandes progresos en 
el primer quinquenio. Eh cambio, incluso los pequeños perfeccionamientos lo
grados en la eficiencia de la nitrificación, que produzcan un aumento del 10# 
en el rendimiento de los cultivos, serán económicamente importantes.

Además, toda investigación básica realizada en el CIIGB que conduzca a 
una mejor comprensión de las bacterias nitrificadoras y de la interacción entre 
las bacterias y las plantas será 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 investigación 
y la tecnología obtenida podrán aplicarse a otros sistemas.

Es probable que la utilización de microorganismos libres para mejorar la 
productividad de los cultivos, mediante el estudio de la Pseudomonas ni trin
cante y las algas cianofíceas nitr if icantes produzca resultados positivos en 
el primer quinquenio.
1. Utilización de la ingeniería genética para alterar el Thixobium y otros 
microorganismos, a fin de~ fijar más nitrógeno cotí objeto de aumentar la. produc
ción agrícola
Alteración de los Rhizobia para aumentar la productividad de los cultivos.

Los principales factores limitativos ai la fijación simbiótica del nitró
geno son la falta de cepas competitivas del Rhizobiun. Sabido es que menos 
del 5# de los Rhizobia inoculados resultan eficaces para cultivar plantas 
útiles. En segundo lugar, se necesitan Rhizobia capaces de nodular y fijar el 
nitrógeno en presencia de bacterias fijas del suelo. Por último, el proceso 
de nodulación y el proceso de nitrificación son sensibles a factores de esfuer
zo, por ejemplo, la sequía, la sal y el calor.

Las principales plantas leguminosas cultivadas son la soya y el frijol de 
vaca. Por consiguiente, debe darse mayor importancia al aislamiento de cepas 
nuevas obtenidas del suelo y a la selección de cepas competitivas de las espe
cies de frijol Rhlzoblum japonlcum y Rhlzoblum. Al mismo tiempo, esas cepas 
deben adaptarse a cultivares de plantas regionales y a las condiciones locales 
del suelo. Al disponer de sistemas de transferencia de gende Rhlzobium, 
podría utilizarse la tecnología del ADN recombinado para combinar las caracte
rísticas beneficiosas de los Rhizobia satúrales. Además de producir cepas
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competitivas, la aplicación de la biología molecular a los Bhizobia podría pro
ducir noduladores constitutivos y cepas fijadoras constitutivas independientes 
o no inhibidas por el nitrógeno del suelo. Al disponer de sistemas de trans
ferencia de genes y de genes clonados en genes de nodulación de Bhizobia de 
lento crecimiento, se podría movilizar genes nitrificadores o con capacidad 
para superar el esfuerzo, a fin de crear cepas superiores de Rhizobium.

La biología molecular debería tratar de comprender también la respuesta 
de las plantas a la infección cor* microbios. la capacidad de los microorganis
mos para vencer los mecanismos naturales de defensa de las plantas puede condu
cir a una infección y nodulación con Rhizobla más efectivas. Debería tratarse 
asimismo de crear nodulos ai otras partes de la planta distintas de la raíz, 
por ejemplo en el tallo o las hojas.

El suministrar nitrógeno en forma de nodulos en los tallos u hojas en el 
momento en que es más necesario, antes de que las vainas se llenen, podría ser 
le enorme importancia económica para la agricultura. Además, debería estudiar
se a nivel de biología molecular la interacción entre la fotosíntesis y la 
fijación del nitrógeno. En suma, el desarrollo de cepas superiores y la com
prensión más completa del proceso de infección y de la respuesta de las plantas 
superiores podría conducir a una asociación óptima entre plantas y microbios 
y, por consiguiente, a un aumento de la productividad de las legumbres. La 
tecnología del ADN recombinado puede permitir la transferencia de la capacidad 
nitrificadora a plantas inportantes distintas de las legumbres. Estas inves
tigaciones son de naturaleza estrictamente básica y su realización exigirá 
mucho tiempo.
2. Utilización de microorganismos libres para aumentar la productividad de 
los cultivos

Las principales plantas cultivadas no leguminosas son el maíz, el arroz, 
el trigo, etc. La sustitución dm  nitrógeno químicamente reducido por nitró
geno fijado biológicamente en esos cultivos es de inmensa inportancí , económi
ca; por consiguiente, los microorganismos del suelo, como el Azotobacter, la 
Pseudomonas nitrificante y las algas cianofíceas deberían recibir mayor 
atención. La posible aplicación de la Pseudomonas nitrificante en las raíces 
o los tallos podría llegar a ser tan importante para la fijación en los cerea
les como es la de los Rhizobla para aumentar la producción de legumbres. Además, 
la ingeniería genética de los microorganismos del suelo en general podría 
conducir a una mayor producción agrícola por medio de la creación de
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microorganismos incapaces de causar enfermedades o alterando microorganismos 
para que se conviertan en antagonistas naturales de los agentes patógenos y 
competidores. Además, debería prestarse atención a los microorganismos foto- 
sintéticos que pudieran adaptarse, como simbiontes, a las hojas de plantas 
superiores; un ejemplo es la interacción entre el helécho acuático (Azolla) 
y las algas cianofíceas.
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C. 2) Plan de trabajo
Calendario del programa de trabajo sobre producción de combustible a partir de 
la biomasa:

año 0 año 1 año 2 año 3 año 4 año 5
H------------- 1------------- 1--------------- 1-----------------1-----------------V

(i)4__---------------h
análisis de celulosas

(ii)
^ ^
clonación de celulosas Producción de motantesfavorables

(üi)
---------------------------1-
clonación de genes fúngales de celu- lasa e introducción de los genes en la levadura

(iv)
------------------------------f-clonación de genes bacterianos de celulosa, e introducción de los genes ai la Z. roobilis

(v)
clonación de genes de xilosa isomerasa e introducción de los genes en el S Percibe

Calendario del programa de trabajo sobre producción de fertilizan' Dr sistemas biológicos:
Se espera que algunos proyectos den resultados positivos en e. _ temporal indicado; otros (como el b) y el d)) pueden necesitar un período mucho mayor para su terminación.

año 0 año 1 año 2 año 3 año 4 año 5

a) Aislamiento de nuevas cepas de Rhizobia

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

c) Introducción de nódulos en tallos u hojas
--------- I-d) Transferencia de genes nitrificadores a plantas

e) Alteración de los microbios del suelo mediante la ingeniería genética
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D. 2) Colaboración con otras instituciones

Será necesario establecer contactos con varias instituciones de investi
gación importantes. Estas instituciones'incluirán:

- laboratorios de investigación avanzada;
Organizaciones internacionales competentes como la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAQ);
Provectos en curso en esta esfera, como el programa de la ONUDI para la transformación de desechos agrícolas en Filipinas.

E. 2) Requisitos previos
El requisito previo necesario para garantizar la ejecución con éxito del 

programa es que los aliamos tengan las calificaciones académicas apropiadas.
Los aluanas habrán de tener un título de doctor o equivalente en bioquímica 
o microbiología. Habrán de conocer bien las técnicas generales de laboratorio 
en materia de bioquímica y de microbiología. Habrán de tener firmes motivacio
nes y estar ansiosos de aprender bajo la supervisión estrecha de los científi
cos del personal o les becarios posdoctorales, en el CIIGB.

Eh un principio, los candidatos a alumnos podrán ser recomendados por los 
consejos científicos de los países en desarrollo. Es imperativo que la selec
ción final sea hecha por el personal científico del CIIGB, porque las califi
caciones deben basarse en méritos científicos.

F. 2) Necesidades financieras
Cuando el programa esté en pleno funcionamiento se requerirá el siguiente 

personal:
dos científicos de categoría superior 
ocho científicos de categoría subalterna 
siete becarios posdoctorales 
ocho técnicos

Se espera que en este programa de trabajo participen 25 alunnos.
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Presupuesto quinquenal

PERSONAL (miles de dólares de 
de los EE.UU.)

(primer año, al Uoí; segundo año, al 60Ï)
Científico de categoría .superior 
Científico de categoría subalterna 
Científico postdoctoral '
Técnicos

8 años-hombre 
32 años-hombre 
28 años-hombre 
32 años-hombre

Total parcial
Dirección del Centro y personal 

de apoyo
Total del personal

ACTIVIDADES OPERACIONALES

Científicos visitantes 
Reuniones de grupos de expertos 
Servicios de asesoramiento 
Capacitación 
Material de información
Adquisición de productos químicos, 

etc.
Asociaciones
Gastos diversos (viajes, teléfono, 
etc.)

UO meses-hombre 
U meses-hombre 
30 meses-hombre 
50 años-hombre

10̂ 4 años-unidad- 
hombre

Total de las actividades operacionales

Total del programa de trabajo

600
l.UUO

672
5UU

3.256

937
fc.193

320

100

300

1.125
30

l.OUO

150
138

3.203
7.396
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ANEXO I

Necesidades de equipo

Las necesidades de equipo para este programa son las siguientes:
- 30 baños e incubadoras
- 20 batidoras giratorias pequeñas
- 20 balanzas (una micro, una macro)
- 10 medidores del pH
- 20 microcentrifugadoras de mesa
- 20 microcentrifugadoras refrigeradas
- 10 centrifugadoras de pie, de velocidad media (como la Sorvall RC-5)
- 10 espectrofotómetros
- 30 refrigeradoras
Las instalaciones de apoyo compartidas incluirán:

a) Salas de instrumentos con:

- 1 escintilómetro
- 1 heladora

2 batidoras giratorias grandes
- 1 espectrofotómetro registrador
- 10 Juegos de electroforesis
- centrifugadoras de pie, de velocidad media

2 centrifugadoras de gran velocidad (como la Beckman L8-70)
b) Una sala de recipientes biológicos (de nivel p2) con:

- 2 campanas de flujo laminar
- 2 batidoras giratorias grandes
- 2 centrifugadoras de velocidad media
- 1 centrifugadora de gran velocidad
- 1 autoclave
- 2 microscopios
- 2 baños
- 2 incubadoras

c) Una sala de preparación y esterilización de medios con:
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- 1 autoclave
- 1 campana estéril
- i alambique de cristal para destilar agua
- 2 balanzas

d) Una cámara frigorífica a U°C con:

- 1 centrifugadora pequeSa
- 2 baños
- varias columnas de cromatografía

e) Una cámara frigorífica a -20°C

f) Una cámara oscura con:
- i reveladora automática de películas de rayos X
- 1 ampliadora
- 1 positivadora

g) Una sala de lavado con:

- 2 máquinas de lavar
- 1 autoclave
- 2 hornos, etc.
Se necesitarán cámaras o invernaderos agrupados, de temperatura y de 

humedad controladas, para cultivar células y plantas.
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