ditonal

or concepto, las innovaciones tecnoldgicas tienen como proposito, entre otras
funciones, auxiliar al ser humano en su vida cotidiana, laboral o escolar y brindarle
comodidades, como por ejemplo ayudarlo a trasladarse mas rapido, evitarle realizar
labores tediosas, repetitivas, complejas, peligrosas, o que consuman mucho tiempo.

Sin embargo, una mala interpretacion de estas aplicaciones de la ciencia, en muchos casos
ha llevado a la creacion de implementos de utilidad discutible o que explotan sistemas
obsoletos, como por ejemplo las videocamaras que grababan directamente en un CD, las
cuales aun se comercializaban en el 2007, cuando ya existian elementos que bien podian
remplazar al disco, como las memorias SD, las Unidades de Almacenamiento USB y los
discos duros para Lap Top.

El objetivo no debe ser la creacion de aditamentos que hagan inttiles a las personas, sino que
les permitan dedicar su tiempo a cosas trascendentes. De igual forma, es necesario enfocar la
creatividad al desarrollo y reingenieria en areas que no han tenido grandes progresos desde su
creacion y que en cambio si reportan un beneficio tangible, por ejemplo las baterias eléctricas
de los autos y camiones, o el mobiliario urbano, en donde resulta imperioso crear semaforos
que detecten el flujo de automoviles y con base en ello otorguen el siga o el alto; crear mapas y
modulos informativos a partir de sistemas computarizados y localizadores satelitales, etcétera.

Por ello, es de fundamental importancia dar a conocer cuales son los trabajos y las lineas
de investigacion sobre las que se esta trabajando en cada centro, y esa es la razén de
existir de revistas como Tecnocultura, el escaparate a través del cual, los maestros e
investigadores del TESE y colaboradores externos, pueden mostrar al mundo el resultado
de sus conocimientos aplicados.

Asi, en este nimero se presentan tres articulos inmersos en el ambito alimentario; el primero de
ellos se refiere a los métodos alternativos de conservacion de alimentos para aumentar la vida
util de productos marinos, a partir de reducir la actividad enzimatica de su carne, empleando
para ello inhibidores naturales obtenidos a partir de nada menos que las leguminosas, como el
garbanzo, soya y alubia.

El segundo, aborda el tema de las emulsiones multicapa para la sustitucion de grasa animal en
productos carnicos procesados, aplicando emulsificantes y biopolimeros para crear una barrera
fisico-quimica, que les permitan resistir las condiciones del ambiente y su manejo, pero sin
alterar en lo posible, su consistencia y sabor.

Y el tercero, pero no menos interesante, se refiere a los usos industriales del chile (capsicum sp.),
b b

que van desde sus aplicaciones en medicamentos, colorantes, saborizantes y hasta en dispositivos

para la proteccion personal, como arma no letal.

En otro orden de ideas, y respecto las funciones estructurales, operativas y de organizacion de
las empresas, se incluye el tema de los Sistemas de Informacion como recursos estratégicos del
negocio, dado que todas necesitan que cierta informacion fluya a tiempo, tanto al interior como
al exterior, a fin de coordinar sus acciones operativas y tomar decisiones de manera coherente
con los objetivos de la misma.

Por ultimo, se incluyen dos articulos enmarcados en el ambito de la biotecnologia: uno relativo a la
aplicacion de los nematodos (entomopatdgenos que causan enfermedades a determinados insectos
perjudiciales) como biorreguladores en el control de plagas agricolas, y otro, donde se muestran
los resultados de una investigacion sobre los efectos de los solventes en la biodegradacion de
Diesel, en un sistema de suelo en suspension, trabajo en el cual se encontrd que la aplicacion de
ciertos solventes y calor, juegan un papel fundamental en el resultado obtenido.

Como podemos observar, son temas cuyo seguimiento y evolucion potencial son factibles para
todos, pero fundamentalmente para grupos interdisciplinarios de investigadores.
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Xilanasas Microbianas y su

Aplicacion Industrial

Laura Mireya Flores Nifio*
Ma. Aurora Martinez Trujillo**

Palabras clave: xilano, xilanasas, aplicaciones industriales.

Resumen

as xilanasas son un conjunto de enzimas, producidas por

algunos microorganismos, que actian de manera sinérgica

y secuencial sobre la estructura del xilano para degradarlo
y convertirlo a sus azlcares constitutivos. Su importancia a nivel
industrial radica en esa capacidad de degradar dicho polisacarido.
En las Ultimas décadas, las xilanasas han encontrado aplicaciones
en diversos procesos industriales. Este trabajo presenta una bre-
ve revision de las caracteristicas del xilano como estructura, las
xilanasas como sistema enzimatico y las aplicaciones industriales
de estas Ultimas.

Abstract

Xylanases are a group of enzymes produced by some microorganisms.
They act in sinergic and secuential way on xylan structure, degrading it
into the constitutive sugars. Its importance on industrial level is becau-
se their ability for degrading this polysaccharide. In the last decades,
xylanases have been applied in several industrial processes. This work
presents a mini review about the characteristics of xylan as structure,
xylanases as enzymatic system and the main industrial application of
these enzymes.

* Estudiante de la Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica del TESE,
** Profesora de la Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica del TESE
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Figura. |. Representacion de la pared celular de las plantas y de la
disposicion de los polisacaridos que la conforman (celulosa,
pectina y hemicelulosa).

Los polisacaridos de la pared celular

La pared celular de las plantas esta formada en un 90% por
polisacaridos, lo que hace a éstos los compuestos organicos
mas abundantes en la naturaleza. Los polisacaridos pueden
dividirse en tres grandes grupos, tal como se muestra en la
Figura I.

I) La celulosa. Es el mayor componente de los polisacaridos
de la pared celular y es un polimero lineal conformado por
residuos de D-glucosa (unidos por enlaces 3-1,4), dispuesto
en forma de fibras. Una de sus principales funciones es la de
conferir rigidez a la pared celular(de Vries y Visser, 2001)

2) La pectina. Es un heteropolisacarido complejo, confor-
mado por una cadena lineal de unidades de acido D-galactu-
ronico, unidos entre si por enlaces a-1,4, que pueden estar
acetilados en los carbonos 2 6 3, y metilados en el carbono
6, ademas de tener ramificaciones de azicares como arabi-
nosa, galactosa, xilosa y fucosa, entre otros. Su funcion en
la pared celular de las plantas es como cemento intercelular
(Have et al., 2002).

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

3) La hemicelulosa. Es un grupo de polisacaridos hetero-
géneos que conforma al segundo compuesto organico mas
abundante en la pared celular de las plantas. De todos los
polisacaridos que integran al grupo de las hemicelulosas, el
xilano es el mas representativo, debido a su abundancia en
los cereales y en la madera (De Vries y Visser, 2001). Su
presencia en la pared celular de las plantas, le confiere la
porosidad adecuada

Estructura del xilano

El xilano esta compuesto por una cadena lineal de unidades
de D-xilosa, unidas por enlaces B-1,4, con ramificaciones
de otros azlicares, como acidos glucuronicos, arabinosas,
galactosas, acidos ferilicos y xilosas, tal como se muestra
en la Figura 2.
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B Xilosas

Acido glucurénico

‘ Arabinosas

Galactosas
Acido ferulico

A Acetilos

Figura 2. Representacion de la estructura del
xilano (De Vries y Visser, 2001).

Las ramificaciones de la cadena principal
del xilano dependen de la fuente de
donde provenga. Asi, en la madera de
abedul el 89.3% es xilosa, el 1% arabino-
sa, el 1.4% es glucosay el 8.3% es acido
anhidrouronico; en el trigo el 65.8%
es xilosa, el 33.5% es arabinosa, 0.1%
es manosa, el 0.1% es galactosa, y el
0.3% es glucosa; el arroz contiene 46%
de xilosa, 44.9% de arabinosa, 6.1% de
galactosa, 1.9 % de glucosay |.1% acido
anhidrouronico (Saha, 2003). En gene-
ral, el xilano es la mayor hemicelulosa
en la madera de las angiospermas (del
I5 al 30%), pero es la menos abundante
en la madera de las gimnospermas (del
7 al 12 %) (Wong et al, 1988).

Las xilanasas

El xilano, asi como los materiales que
lo contienen, pueden ser utilizados
como Unica fuente de carbono por los
microorganismos que poseen la capaci-
dad de producir el sistema enzimatico
encargado de degradarlos. Entre dichos
microorganismos es posible encontrar
diversas levaduras, bacterias y hongos.

El sistema enzimatico encargado de
degradar al xilano y los materiales ri-
cos en éste, se conoce como sistema
xilanolitico. Esta conformado por un

conjunto de enzimas hidroliticas que
actlan de manera sinérgica y secuen-
cial para degradar al xilano hasta sus
azlicares constitutivos. En general,
el sistema xilanolitico se encuentra
formado por cinco tipos diferentes de
xilanasas, las cuales actian de manera
especifica sobre la estructura del xilano
(Ponce-Noyola y Pérez Avalos, 2002;
Saha, 2003):

1) Endo-B-D-xilanasas. Estas enzimas
act(lan de manera aleatoria sobre la es-
tructura del xilano, atacando los enlaces
glicosidicos de la cadena principal de la
molécula, liberando xilooligosacaridos
de menor tamaho.

2) Exo-B-D-xilosidasas. Catalizan la
hidrolisis de 1,4-B-D-xilooligosacaridos,
cortando a partir de los residuos de
D-xilosa no reducidos.

3) a-arabinofuranosidasas. Hidroli-
zan las cadenas laterales de arabinosa.

4) Acetil-xilan-esterasas. Liberan los
grupos acetato de la cadena principal.

5) Glucoronidasas. Remueven las
cadenas laterales de acido glucuroénico
a partir de unidades de xilosa.
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Figura. 3. Mecanismo de accion de las xilanasas sobre la estructura del
xilano (Beg et al., 2001).

Importancia de las Xilanasas

El interés por las enzimas que forman al sistema xilanolitico
comenzo alrededor de los afos 50, debido a su enorme
potencial para convertir la lignocelulosa en glucosa y azu-
cares solubles (Ponce-Noyola y Pérez-Avalos, 2002). En la
actualidad, el empleo de residuos agro-industriales ha ido en
aumento en la produccion de xilanasas por diversos microor-
ganismos. La Tabla | resume los sustratos y microorganismos
utilizados para este fin.

Sustrato Microorganismo Referencia
Xilano Aspergillus awamori Siedenberg et al.,, 1998
Xilano Streptomyces sp. Beg et al. 2001
Bagazo de caha Cellulomonas flavigena Pérez-Avalos et al., 1996
Bagazo de caha Streptomyces sp. Beg et.al., 2001
Bagazo de caha Cultivo mixto de hongos Gutiérrez-Correa y Tengerdy, 1998
Olote de maiz Aspergillus awamori Siedenberg etal., 1998
Paja de arroz Bacillus circulans Subramaniyan y Prema, 2002
Avena Streptomyces sp. Subramaniyan y Prema, 2002

Tabla I. Produccion de xilanasas en diversos sustratosl.

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec
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La biotecnologia de las xilanasas inicio
a principios de los anos 80, primero en
la alimentacion animal (como aditivos
en los alimentos para aves de corral),
seguida por aplicaciones en la industria
de alimentos, tales como la mejora
en las propiedades nutricionales de
los productos agricolas y granos de
forraje, la extraccion del cafe, aceites
de plantas y almidon, la clarificacion de
jugos y vinos, y para mejorar el manejo
de la harina de trigo. Posteriormente
empezaron a utilizarse en las industrias
de lavanderia, y la textil (para despegar
las fibras de las plantas, tales como lino,
cahamo y yute), asi como en el proceso
de blanqueo de la pulpay el papel (Beg
et al., 2001).

Xilanasas en Ia industria
de la panificacion

En la industria de la panificacion, las
xilanasas, especialmente las endo-1,4-
B-xilanasas, se adicionan a la masa
para mejorar su calidad, logrando Ila
obtencion de panes con mejor textura
y sabor (Ponce-Noyola y Pérez-Avalos,
2002). La accion mejoradora de las
xilanasas radica en la destruccion de
la capacidad de enlace del agua con los
xilanos de la harina de trigo, liberando
agua y provocando una mayor suavidad
de la masa. Lo anterior se ve reflejado
en un aumento en el volumen de la masa
horneada (Tucker y Woods, 1995).

Por su parte, en harinas con alto con-
tenido de fibra, la adicion de xilanasas
mejora la costra, la textura de la hogaza
y el volumen del pan. La absorcion de
agua en la masa disminuye en cierto
modo, pero el contenido de humedad
en el pan no se altera (Stauffer, 1991).
Otro posible efecto de las xilanasas es
el de compensar los efectos negativos
de los xilanos insolubles presentes en
la harina, que afectan el volumen de la
hogaza y la estructura de la miga (Tuc-
ker y Woods, 1995).

Para los procesos de panificacion, se
aprovechan diversos preparados en-
zimaticos. Asi, ademas de xilanasas, se
utilizan amilasas, oxidasas y proteasas.
Estos se pueden emplear en un concen-
trado enzimatico que contiene todas
esas actividades o bien por separado,
empleando preparaciones concen-
tradas de las enzimas o una enzima
pura. Empresas tales como la alemana
Muhlenchemie cuentan con una ex-
tensa investigacion respecto al uso de
estas enzimas como mejoradoras de
harinas, y ofrecen a las industrias un
concentrado enzimatico rico en xila-
nasas, llamado ALPHAMALT, que ha
encontrado diversas aplicaciones en la
industria panadera (www.muehlenche-
mie.de/espanol).

Por otro Ido, la firma italiana Millbo
comercializa xilanasas para la industria
panadera. Su producto, de nombre
M200 y M200X, se obtiene mediante
una fermentacion con Aspergillus spp en
fermentacion (www.millbo.it). En Méxi-
co, empresas como Danisco, Enmex y
Paniplus son las encargadas de producir
y comercializar preparaciones enzimati-
cas para industrias alimentarias.

Xilanasas en el blanqueo
de Ia pulpa kraft

Una de las aplicaciones mas destacadas
de las xilanasas es la que se da en la
industria de la pulpa y del papel, donde
a través de estas enzimas se ha logrado
la sustitucion de blanqueadores quimi-
cos, como el cloro, en el proceso de
blanqueo de la pulpa tradicional, luego
de la remocion del 95% de la lignina
(Duran, 1994). La enzima empleada en
la delignificacion de la pulpa kraft es la
endo-f-xilanasa, aunque el enriquecer
el concentrado xilanolitico con otras
enzimas hemiceluloliticas ha demostra-
do mayor eficacia en este tratamiento
(Bajpai, 1999).
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El mecanismo por el cual se blanquea la
pulpa mediante la adicion de enzimas,
se basa en la accion de las xilanasas,
que remueven Y reprecipitan el xilano
presente en la superficie de las fibras
de la pulpa. Posteriormente se realiza
la extraccion de esta estructura, remo-
viendo la lignina residual que le confiere
el color café. Las xilanasas actlan en
la superficie de las fibras de celulosa,
haciendo una pulpa mas permeable para
la subsecuente extraccion quimica de la
lignina residual (Viikari et al., 1994).

Hoy dia, un nimero significativo de
fabricas de todo el mundo utilizan un
proceso completo de blanqueo con
xilanasas. Ademas, diferentes produc-
tos, incluyendo papeles para revistas
y papeles con determinado tejido que
son manufacturados con pulpas tratadas
enzimaticamente, han sido introducidos
con éxito al mercado (Ponce Noyola y
Pérez-Avalos, 2002).

Otras aplicaciones
de las xilanasas

Las hemicelulosas interfieren con la
biodisponibilidad de nutrimentos, afec-
tando la productividad de los cereales
empleados en la alimentacion avicola. A
ese respecto, las xilanasas se han apli-
cado para reducir la fibra no amilacea
de harinas de alto valor proteico usadas
en alimentos balanceados para pollo, lo
que favorece la digestibilidad de la dieta
(Lagunas Bernabeé et al., 2006).

Lo que hacemos en el
Laboratorio de Catalisis
Enzimatica del TESE

Una de las lineas de investigacion que
se siguen en el Laboratorio de Catalisis
Enzimatica del TESE esta centrada en el
uso de residuos agroindustriales para la
produccion de polisacarasas de interés
industrial, a partir de la fermentacion
de estos materiales con hongos fila-
mentosos. Especificamente, se trabaja

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

con cepas del género Aspergillus, clasi-
ficadas como buenas productoras de
xilanasas, gracias a una colaboracion
con el Grupo de Fisiologia de Hongos
Filamentosos de la Facultad de Quimica
de la UNAM.

A partir del 2006, comenzo a desarro-
llarse un proyecto, cuya espina dorsal
es una tesis de maestria, la cual propone
probar diversos residuos agroindustria-
les lignocelulosicos como sustratos, asi
como algunas condiciones de operacion
para obtener un concentrado enzimati-
co rico en xilanasas; el objetivo principal
es identificar las propiedades de las xila-
nasas que componen este concentrado,
para que, a partir de ellas, sea posible
proponer su uso a escala industrial.

Ademas del sistema xilanolitico, se
tienen proyectos referentes al estudio
de la produccion de celulasas y pecti-
nasas, que van desde la investigacion
basica (estudio del metabolismo del
hongo) hasta la que implica una mayor
tendencia a su aplicacion industrial,
como la optimizacion de las condiciones
de cultivo para conseguir un tipo de
enzima en particular (Martinez-Truijillo
y Aguilar Osorio, 2007).
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Panorama Actual de la

Investigacion en México

y el Mundo

M. en C. Rafael Pérez Bedolla*

Introduccion

a ciencia es un estilo de pensamiento y

accion, el mas provechoso de todos, pero

en la ciencia debemos distinguir entre el
trabajo-investigacion y su producto final, el co-
nocimiento.

Una investigacion cientifica arranca con la per-
cepcion de que el acervo de conocimiento dispo-
nible es insuficiente para manejar determinados
problemas. Una porcion del conocimiento previo
a partir del cual inicia toda investigacion, es de
caracter ordinario, no especializado, y la seccion
restante es conocimiento cientifico. La tendencia
global es vincular las areas del conocimiento con
la investigacion, de no ser asi el futuro seria poco
prometedor para las nuevas generaciones.

Sin embargo, no todo esta perdido, en nuestro
pais existen instituciones encargadas de dar
seguimiento a las investigaciones que se llevan
a cabo, donde tal vez lo Gnico que falta es el
fortalecimiento y la difusion de ellas, dejando a

un lado los intereses de sectores particulares
para comenzar a emprender un nuevo horizonte
que sea benéfico para la nacion. Por tal motivo,
en este primer ensayo se analizara el panorama
actual de la investigacion en México y el mundo,
con base en lecturas y articulos difundidos por
instituciones educativas y de investigacion, para
dar a conocer sus puntos de vista sobre esta
perspectiva.
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Desarrollo

En Mexico, la Investigacion y el Desarrollo Ex-
perimental (IDE) se caracterizan tanto por una
baja inversion nacional con una alta proporcion de
financiamiento publico (cerca del 75%), ademas de una
participacion sumamente reducida del gasto del sector
productivo (alrededor de 25%), en comparacion con los
paises industrializados.

Nuestro pais necesita resolver sus grandes rezagos y retos
en materia cientifica y tecnologica. De acuerdo el INEGI, en
el 2000 se destino a IDE el 0.4% del PIB, cuando la Orga-
nizacion de las Naciones Unidas recomendaba que al final
de la década de los ahos setenta, los paises en desarrollo
deberian incrementar su gasto en esa materia y en servicios
cientificos y tecnologicos, al 1% del Producto Interno Bruto.
Lo anterior coloca a México entre los Ultimos lugares de
los miembros de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Economico.

Ramon Mariaca Méndez, en su articulo titulado “El futuro de
la investigacion cientifica en México”, menciona que es facil
iniciar el tema afirmando que si nuestros politicos y adminis-
tradores nacionales fuesen capaces de cuantificar lainmensa
cantidad de divisas que salen del pais por la adquisicion de
productos con patente extranjera, y que México requiere
cotidianamente, serfa sencillo darse cuenta de la necesidad
imperiosa de apoyar el desarrollo cientifico nacional como
generador de recursos y ahorrador de deuda externa.

Sin embargo, ese tipo de inversiones no es recuperable a
corto ni a mediano plazo, de ahi la dificultad para superar
los restringidos planes sexenales. Basta comparar lo que en
su momento hizo el Japon de la posguerra o la India de los
setenta, quienes inundaron las universidades norteamericanas
con estudiantes que, 20 o6 30 ahos después, han formado
la masa critica necesaria para generar academias fuertes,
impulsoras de la ciencia y tecnologia en sus paises. Para
hablar del futuro de la ciencia en México, es preciso hacer
un analisis de su evolucion y a partir de entonces, visualizar
el panorama que presenta

Antecedentes historicos

México fue dominado por la ignorancia catolico-medieval
hasta la segunda mitad del siglo XIX, cuando a raiz de la
Guerra de Reforma (1857-1861) sobrevino el liberalismo
juarista y surgieron las primeras sociedades cientificas.
Durante el Porfiriato, las condiciones en el ambito cienti-
fico mejoraron cuando los hijos de familias de clases altas
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estudiaban en Francia y Estados Unidos,
lo cual permitio que los conocimientos
de la época llegaran a nuestro pails; sin
embargo, no fue sino hasta el gobierno
de Lazaro Cardenas cuando comenzo
un resurgimiento de la actividad cienti-
fica, al crearse varios institutos, como
la Facultad de Ciencias en la UNAM.
Fue entonces cuando la figura de in-
vestigadores mexicanos formados en
el extranjero comenzo6 a rendir frutos.
No obstante, el problema central erala
gran cantidad de campos por atender,
contra el reducido nimero de estudian-
tes que egresaban de las universidades
y menos aln los que decidian dedicarse
a la investigacion cientifica.

En esa época, la UNAM adquirio su
autonomia e inicio sus actividades el
Instituto Politécnico Nacional; ademas,
se crearon diversas universidades es-
tatales, aunque su funcion fue durante
mucho tiempo, y alin es en gran medida,
la de formar profesionistas, mas que
generar conocimientos mediante la
investigacion cientifica. El poco apoyo
a la formacion de recursos humanos y
la falta de una politica nacional sobre
ciencia y tecnologifa, dejaron Unicamen-
te en manos de la UNAM y el IPN Ia
formacion de cientificos, que casi siem-
pre complementaban su preparacion en
Estados Unidos y Europa, lo cual favo-
recio la aparicion de institutos como el
CINVESTAY, IMP, ININ, etcétera.

Bajo estas condiciones, en poco tiempo
se multiplico el nUmero de estudian-
tes dedicados a la ciencia, y en 1971
el gobierno federal fundo el Consejo
Nacional de Cienciay Tecnologfa (CO-
NACYT) para administrar e impulsar la
actividad cientifica. Pero, como siempre,
hubo un problema, esta institucion y su
obsesion por aplicaciones inmediatas
y por definir areas de investigacion
prioritarias, comenzo a divorciarse de
la comunidad cientifica y ésta del con-
texto nacional.

Panorama actual

Nuestro pais ha sufrido varias crisis
economicas sexenales, que han tenido
graves consecuencias en la caida de
los salarios a nivel nacional y la falta
de recursos para financiar investigacio-
nes. Como respuesta el Estado creo
el sistema nacional de investigadores
(SNII), cuyo acierto fue frenar la caida
de los indicadores y hacerlos crecer
lentamente; no obstante, analizando los
articulos publicados y lo que se distin-
gue en nuestro pais, cabe destacar un
“pero”: es verdad que el SNI ayudo6 a
frenar los indicadores, sin embargo Uni-
camente beneficio y sigue beneficiando
a los gremios en su profesionalizacion,
y se ha olvidado de quienes inician su
periodo de formacion, ignorando que
muchos de los aspirantes a cientificos,
o sus familias, no cuentan con los
recursos economicos necesarios para
formarse.

Entre las funciones instrumentales y
no instrumentales que se pueden atri-
buir al Desarrollo Cientifico Nacional,
estan los criterios introducidos por
dicha institucion y se manifiestan en
las evaluaciones, las cuales han obli-
gado a publicar trabajos basicamente
en revistas internacionales, sin que
existan los mecanismos para que los
conocimientos puedan ser aplicados en
nuestro pais.
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Mientras que en México ha crecido el
numero de cientificos, las condiciones
para generar ciencia y tecnologia no lo
han hecho al mismo ritmo, y la prueba
son los bajos salarios del cientifico, si
los comparados con algunos paises, en
los que esta cantidad se multiplica varias
veces. El Congreso de la Union asigno
el 0.4% del PIB a la ciencia y tecnolo-
gia, cuando la UNESCO recomienda
como minimo el 1%. Por ello no debe
sorprendernos que tengamos pocos
investigadores de calidad, ademas de
investigadores con escasa preparacion,
aunque tal vez esto no sea culpa del PIB.

Algo importante es ver como han
aumentado los investigadores en
México y con ello los centros de
investigacion y al mismo tiempo han
surgido muchas instancias académicas,
programas de posgrado e incluso siste-
mas educativos de baja calidad, donde
la burocracia, la inadecuada formacion
cientifica y la apatia de sus miembros,
aunado al sindicalismo mal entendido, se
sobreponen a la investigacion y la ense-
hanza. Nuestro pais ha sufrido como un
cancer, la mala calidad en la ensehanza
y el empobrecimiento de la educacion
cientifica; ;pero, cuales son esas causas?
Me atrevo a mencionar algunas:

* La llegada de politicos profesionales
a las rectorias de instituciones de edu-
cacion superior, quienes son impuestos
por los gobernantes sin mediar un
criterio académico.

* La separacion entre la educacion y
la ciencia en la formacion de recursos
humanos. La mayoria de los profesores
de nivel superior se han convertido
en reproductores de libros de texto,
eliminando su capacidad de innovar; el
porcentaje de investigadores que im-
parten catedra ha disminuido e incluso
es nula a nivel medio superior.

* La separacion de la cultura nacional.
Muchos aspectos fundamentales en

Tecnoldgico de Estudios Su res de Ecatepec

la ética de la ciencia contemporanea
son totalmente opuestos a la cultura
mexicana, favorecida por el sistema
politico.

En pocas palabras, si en México alguien
se quiere dedicar a la ciencia, tiene en
su contra a la burocracia, el tiempo
y una maltrecha economifa personal.
Desafortunadamente, lo anterior ha
provocado que el cientifico sea visto
como bicho raro y un parasito social
por los administradores publicos, y no
como un coadyuvante del desarrollo.

Peor aan

Ramon Mariaca Méndez menciona que
debe apreciarse como aumenta el ni-
mero de egresados desempleados que
tocan las puertas de los posgrados de
excelencia del CONACYT, buscando
sobrevivir un tiempo a costa de una
beca y no en pos de una formacion
como cientifico. Otro aspecto es la gran
brecha generadora de conocimiento y
tecnologia y los potenciales benefac-
tores de esos insumos. Desde hace
dos sexenios, se ha pretendido cerrar
este hueco exigiendo al investigador
que genere productos terminados y
patentados para la industria, olvidando
casi totalmente al campo y a la gente
que vive de él. En contraposicion, los
industriales nacionales prefieren com-
prar patentes extranjeras o copiar pro-
ductos, en vez de fomentar el progreso
cientifico nacional.

Mientras tanto, la perspectiva en Euro-
pa, Asia y los Estados Unidos ha sido
muy diferente. En la actualidad, estos
continentes, en particular el americano,
han sido promotores de la investigacion,
con inversiones hacia el sector educati-
vo, como universidades, instituciones, y
de la formacion de recursos humanos
Los paises asiaticos, desde la posguerra,
han apostado por la educacion de sus
habitantes y en consecuencia, las po-
liticas que poseen estan encaminadas

al desarrollo tecnologico. Estos paises
tienen un alto porcentaje de estudiantes
distribuidos en todo el mundo, para
complementar su formacion académica
y cientifica mientras que en nuestro pais
solamente dos de cada 100 estudiantes
logran esta meta. Es una situacion muy
grave para nuestro desarrollo, y si la
clase politica no se preocupa por hacer
nuevas reformas que impulsen la educa-
cion, cada vez nuestro pais estara lleno
de ignorantes, de gente oportunista, y
con una economia fragil.

Conclusiones

Hasta hoy, el panorama no es muy
alentador, tenemos que esforzarnos
por mejorar la educacion, fomentar la
lectura, difundir mas programas cultu-
rales y cientificos para nuestro hijos,
definir como gremio las prioridades
de los diversos campos de la investi-
gacion y el desarrollo de la cienciay la
tecnologia, con programas a mediano
y largo plazo, a fin de evitar que sean
los politicos quienes determinen el qué,
como, cuando y para qué de nuestro
quehacer en la formacion de recursos
humanos.
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Produccion de BiOSU r'fa

en Funcion de la Remocién d
Queroseno por Bacterias Fijadoras de

Nitrogeno

Josefina Pérez Vargas *
Graciano Calva Calva **

Resumen

e presenta la produccion de un biosurfactante por bacterias

de vida libre fijadoras de nitrogeno atmosférico (BFNA),

que utilizan hidrocarburos como Unica fuente de carbono.
En estudios previos se encontro que durante la biodegradacion
de hidrocarburos estos microorganismos producen un exopo-
limero, que modifica la tension superficial del medio de cultivo.
En este trabajo, se muestran los resultados de la produccion de
ese biosurfactante en cuanto a la remocion de queroseno por
bacterias de vida libre fijadoras de nitrogeno atmosférico, ais-
ladas de sitios contaminados por derrames de petroleo crudo.
Estos microorganismos mantuvieron la correlacion lineal positiva
entre la fijacion de nitrogeno, la remocion de hidrocarburo y la
produccion del exopolimero que proporciona una mejor dis-
persion del hidrocarburo en el medio de cultivo. La extraccion
e identificacion parcial del compuesto, indica que podria ser una
lipoproteina. El rendimiento de este compuesto en el cultivo que
mostro mayor indice de emulsificacion, fue de 0.5 g/l.

*Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec.
** CINVESTAV’IPN
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Introducciéon

Algunas bacterias, levaduras y hongos
son capaces de producir biosurfac-
tantes, especialmente durante su
crecimiento en sustratos organicos in-
solubles en agua. Estos biosurfactantes
generalmente son excretados al medio
de cultivo, reduciendo la tension su-
perficial y propiciando la formacion de
emulsiones estables de aceite en agua.
Asi, los biosurfactantes son moléculas
anfipaticas microbianas con propiedades
biologicas aplicables a varias industrias
y procesos. Debido a su diversidad
estructural (por ejemplo, glicolipidos,
lipopéptidos, acidos grasos, etcétera),
baja toxicidad y biodegradabilidad,
son moléculas ampliamente utilizadas
en la industria farmacéutica para la
preparacion de cosméticos, y en el
procesamiento de alimentos como
agentes emulsificantes, humectantes,
conservadores y detergentes.

Ademas, tienen aplicaciones terapéu-
ticas como agentes antimicoplasma,
antitumores, antifungicos y antivirales,
ademas de inhibir el crecimiento del
virus simple del herpes y el virus de
la influenza. También se utilizan como
repelentes de insectos, antiacidos,
colorantes de cabello, desodorantes,
shampoo, productos para bebé, para
la depilacion, articulos de belleza y la
salud, entre otros. En estudios previos,
se encontro que los microorganismos
muestran una correlacion lineal entre
la fijacion de nitrogeno y la remocion
del hidrocarburo (Pérez et al., 2000).
Durante la biodegradacion de hidrocar-
buros, los microorganismos producen
un exopolimero que modifica la tension
superficial del medio de cultivo. En este
trabajo se exponen los resultados sobre
la produccion de ese biosurfactante
respecto a la remocion de queroseno
por bacterias de vida libre, fijadoras
de nitrogeno atmosférico aisladas de
sitios contaminados por derrames de
petroleo crudo.

Materiales y Métodos
Material biol6gico

Los microorganismos fueron aislados de
suelos contaminados con hidrocarburos
del petroleo de la zona de Tabasco, y
los proporcion6 el Laboratorio de In-
genieria Metabolica del Departamento
de Biotecnologia del CINVESTAV.
Los cultivos se mantuvieron en agar
nutritivo y en medio Rennie liquido
fresco, conservados en medio Rennie
(1981) con glicerol bajo refrigeracion
a-20°C.

Aislamiento de bacterias
fijadores de nitrogeno
atmosférico (BFNA) de vida
libre

Los cultivos de bacterias fijadoras de
nitrogeno atmosférico se aislaron de
los suelos contaminados con petroleo
mediante su crecimiento en medio li-
quido de Rennie (1981),228 °Cy 120
rpm por un periodo de cuatro dias.
Transcurrido ese tiempo los cultivos
se colocaron en un medio fresco de
Rennie modificado.

Cultivos de BFNA
degradadores de hidrocarburos

Se sustituyeron las fuentes convencio-
nales de carbono por 5 g/L de querose-
no y se incubaron por cuatro dias para
seleccionar aquellos con capacidad de
crecer en el hidrocarburo.

indice de emulsificacion (IE24)
La determinacion del indice de emul-
sificacion se realizdo de acuerdo con
el método desarrollado por Cooper y
Goldenberg (1987).

Tension superficial

La determinacion se realizd con un
tensiometro CSC-DuNoily Modelo
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70535. La muestra se centrifugo a 8000
rpm durante |2 minutos para separar
la biomasa del sobrenadante, y evitar
interferencias al momento de realizar la
medicion. Las lecturas de las muestras
fueron determinadas por duplicado.
Como blanco de referencia se utilizo
agua destilada.

Remocion de hidrocarburos

Para los cultivos de BFNA los ensayos
se realizaron en medio de Rennie, en
un agitador orbital a 120 rpm, y 28 °C
durante 72 horas. Posteriormente, se
pasaron a medio de Rennie modificado,
sustituyendo la fuente de carbono por
queroseno, a una concentracion de 5
g/l. Se incubaron a 120 rpm, y 28 °C,
durante 14 dias. La utilizacion del hidro-
carburo se reportd como remocion,
usando el método EPA 8015, modifica-
do de acuerdo con Pérez et al. (2000,
2002) para la evaluacion. Las muestras
fueron obtenidas por duplicado, y re-
suspendidas y diluidas en hexano, para
el caso del queroseno, para su analisis
en el Cromatografo de Gases.

Extraccion del biosurfactante

Los cultivos de BFNA que presentaron
indice de emulsificacion, se crecieron
en medio de Rennie a 120 rpm, 28 °C
durante 72 horas. Posteriormente se
pasaron a medio de Rennie modificado,
sustituyendo la fuente de carbono por
queroseno (5 g/L) y fueron incubados
a 120 rpm, 28 °C, por un periodo de
cinco a 14 dias en agitacion. La extrac-
cion del biosurfactante se realizo de
acuerdo con el método reportado por
Sim et al. (1997), empleando muestras
por duplicado en cada punto y esteri-
lizando los cultivos para la separacion
de la biomasa por centrifugacion y
evitar interferencias en la obtencion
del producto.

Separacion del biosurfactante
por cromatografia en capa Fina
(TLC)

La determinacion del tipo de componen-
tes que constituyen el biosurfactante,
sera determinada de acuerdo con el mé-
todo reportado por Sim et al. (1997).

Determinacién de proteina y
carbohidratos

Se utilizara la determinacion analitica, la
técnica de Lowry o Bradford para identi-
ficar las proteinas y la de Antrona o Folin
para establecer los carbohidratos.

Resultados

Produccion de biosurfactante
en funcion de la remocion de
queroseno

La produccion de biosurfactante se
evallio mediante el indice de emulsifi-
cacion (IE24) y la tension superficial a
partir de la remocion de queroseno.
Se probaron siete cultivos crecidos en
medio de Rennie modificado, utilizan-
do queroseno como Unica fuente de
carbono. Segin el perfil del indice de
emulsificacion (Figura 1), cinco de los
siete cultivos probados mostraron la
produccion de un exopolimero en un
periodo de cuatro dias. El cultivo identi-
ficado como CC (cultivo crema) mostro
el mayor indice de emulsificacion (7),

s n 2 w0 " 2
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Figura |. Indice de emulsificacion en funcion del tiempo para cultivos de BFNA crecidas en
queroseno como Unica fuente de carbono (A) y emulsion formada por el medio de
cultivo de la colonia crema (CC) al tiempo cero (derecha) y después de 72 horas
(izquierda) de mezclarlo con queroseno. m CC (cultivo crema), ¢ CB (cultivo
blanco), x CS (cultivo salmoén), o CA (cultivo amarillo), A CN (cultivo naranja),
*CT (cultivo transparente), * CAC (cultivo amarillo I).
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lo cual fisicamente se observo por su
capacidad de mantener una emulsion
del medio de cultivo con el hidrocar-
buro por mas de 72 horas (Figura 1B).
En los cultivos CB y CS la produccion
del exopolimero se mantuvo por ocho
dias, pero no llegaron a niveles similares
a los del cultivo.

Los resultados anteriores, no corre-
lacionaron bien con los de la tension
superficial (Tabla 1), los cuales fueron
similares para todas las cepas. Sin em-
bargo, la remocion de hidrocarburos al
final de 12 dias fue superior al 60 por
ciento para todos los cultivos, y cercana
o mayor al 90% para las cepas CCy CA,
sugiriendo la presencia del biosurfactan-
te en algin momento del ciclo de cul-
tivo, que segin la Figura |, depende de
la cepa. En la tabla también se observa
una disminucion en la tension superficial
al final del ciclo de cultivo y por tanto
una mayor disponibilidad del hidrocar-
buro, lo cual se refleja en la remocion
tan alta presentada para cultivos puros.
Asi, es notable que los cultivos tienen
un elevado poder degradativo con el
biosurfactante producido.

Obtencion del
Biosurfactante e
Identificaciéon por
Cromatografia en Capa
Fina

Se realizaron diferentes pruebas para
determinar el mejor proceso de ex-
traccion de los agentes tensoactivos y
se encontro que el mejor solvente fue
el acetato de etilo, lo cual concuerda
parcialmente con lo reportado por
Sim et al. (1997), quienes usaron una
mezcla de cloroformo/metanol para la
extraccion del biosurfactante producido
por cultivos de Pseudomonas aeurigonosa
crecidos en aceite de maiz.

Para evitar cualquier interferencia de-

bida a microorganismos, las muestras
fueron esterilizadas; a las mezclas se

co de Estudios S

s de Ecatepec

Tabla I. Tension superficial y remocion de queroseno por BFNA

Ts Inicial
CuLTIvO (Dinas/cm)
CcC 22
CB 20
CS 31
CA 27

les extrajo con acetato de etilo, utili-
zando una relacion muestra/solvente
de 2:1. Las extracciones se realizaron
por duplicado. Se tomaron 200 ml de
medio de cultivo que fueron centrifuga-
dos a 8000 rpm durante |2 minutos. El
sobrenadante se traslado a un embudo
de separacion de 500 ml. Se adiciona-
ron 50 ml de acetato de etilo y se agito
vigorosamente durante 3 minutos. Se
dejo reposar el embudo durante 30
mas, hasta la separacion de las fases. Los
extractos se evaporaron para calcular
el rendimiento del extracto crudo. De
igual forma, se tomaron muestras para

Ts final e o
(Dinasicm) Remocion (%)
10.3 89
8 67
I5 84
14 95

CC (cultivo salmon), CB cultivo
blanco, CC cultivo crema,
CA cultivo amarillo. TS

tension superficial.

realizar una separacion por croma-
tografia en capa fina utilizando como
revelador vapores de yodo.

Los resultados que se presentan en la
Figura 2 confirmaron que la presencia
del biosurfactante mantiene en solu-
cion adecuadamente al queroseno. La
cantidad de biosurfactante producido
después de la esterilizacion y la separa-
cion de la biomasa del medio de cultivo
estos cultivos son los que se extrajeron
y la Figura 2C muestra la cromatografia
en capa fina de biosurfactante obtenido
de acuerdo con la metodologia de Sim
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et al. (1997). Los rendimientos obtenidos para este compuesto con base en la
metodologia utilizada, dio como resultado 0.5 g/L para el cultivo CC y para los
otros cultivos fue de 0.2 g/L. Dichos rendimientos se han obtenido para los ex-
tractos crudos de los cultivos.

De acuerdo con los resultados de cromatografia en capa fina, el exopolimero en
ambos cultivos podria corresponder parcialmente a un glicopéptido y no a un
glicolipido, como lo encontrado por Sim et al.,, para los cultivos de Pseudomonas
aeurigonosa. Esta hipotesis se estudio mediante la determinacion de proteinas y
carbohidratos en el exopolimero extraido usando los métodos de Lowry y Bra-
dford, y por Antrona o Folin, respectivamente, obteniéndose resultados positivos
en ambos casos. Actualmente, se estan realizando los estudios respectivos para
determinar la estructura y caracterizacion del compuesto.

Figura 2. Imagenes de los cultivos productores de expolimeros después de la esterilizacion
de cultivos de la colonia CC (A) y CS (B) crecidos en queroseno. El exopolimero
respectivo fue extraido y resuelto por cromatografia en capa fina (C), usando como
solventes una mezcla de cloroformo/metanol/acido acético 65:15:2 y revelada con
yodo para la evaluar la presencia del exopolimero.

Conclusiones

Los cultivos aislados de suelos contaminados con hidrocarburos, son degradadores
de queroseno y bacterias de vida libre fijadora de nitrogeno.

De siete cultivos probados, solo cinco tienen la capacidad de degradar queroseno
en un intervalo de 60 al 95%, y producen un biosurfactante en un periodo de
cinco dfas.

Se sabe que los compuestos que forman, pertenecen a las lipoproteinas y fueron
producidos de manera extracelular, lo que facilita su recuperacion, a través de
la metodologia utilizada. La identificacion de los compuestos aln se encuentra
en estudio.

Investigacién - Ciencia - Tecnologia - Cultura



educacion a distancia
educacion a distancia
educacion a distancia
educacion a distancia

educacion a distancia
educacion a distancia
educacion a distancia

educacion a distancia
educacion a distancia

educacion a distancia
educacion a distancia

Tecnologias

para la Implementacion del

M-learning (Aprendizaje Movil)

(Primera de dos partes)

Ing. Irene Aguilar Juarez *
M. en C. Mercedes Flores Flores **

Palabras clave: M-learning, teléfonos celulares, educacion
a distancia, ingenieria de software.

Resumen

on el surgimiento de la comunicacion movil, la sociedad,

pero sobre todo los jovenes, han incorporado a su vida

cotidiana el uso de dispositivos moviles que procesan infor-
macion personal y facilitan su comunicacion en todo momento y
lugar. El empleo de estos dispositivos moviles con fines educativos
genera un nuevo concepto: el aprendizaje movil; esta tecnologia
reciente, es resultado de tres areas del conocimiento humano,
las telecomunicaciones, la educacion a distancia y la ingenieria de
software. La integracion de esas tres areas, genera aplicaciones
nuevas con caracteristicas propias y problematicas particulares.
Enseguida, se describe la relacion de cada una de estas areas con
el aprendizaje movil y los problemas con los que se enfrenta di-

 Universidad Autgnoma del Estado de México, Centro cha tecnologia didactica para sistematizar la utilizacion de estas
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1. Introduccion

Las comunidades educativas viven un proceso de reestructuracion educativa ante
las demandas sociales cada vez mayores; la poblacion en edad escolar aumentay la
sociedad requiere nuevos perfiles de egreso en los que el manejo de la informacion
debe ser intensivo. Sin embargo, las instituciones publicas reciben presupuestos
limitados que les dificultan satisfacer las necesidades que enfrentan, por lo que,
ante esta situacion, éstas generan cambios en los modelos pedagogicos de las
universidades para apoyarse de las Tecnologias de la Informacion (TI) obteniendo
asi educacion mas eficiente y actualizada.

La teleeducacion es una herramienta que apoya a la educacion superior y permite a
las universidades ofrecer nuevos servicios de ensehanza a sus alumnos o egresados,
facilita la educacion continua a los egresados, quienes al incorporarse al mercado
laboral se ven imposibilitados de asistir a cursos presenciales de actualizacion.

El uso de la tecnologia informatica en la educacion es un camino que puede fa-
cilitar el avance para la poblacion en general, mejorando los indices educativos
de las naciones, sobre todo en aquellas que se encuentran rezagadas por su in-
cipiente desarrollo tecnologico; aunque esta novedosa modalidad de aprendizaje
es prometedora, requiere nuevos paradigmas educativos que implementen roles
diferentes a instituciones, profesores y alumnos.

El concepto m-learning surge de unir el aprendizaje a distancia con la movilidad
que ofrecen los dispositivos portatiles; de esta union surge una nueva tecnologia
educativa con retos particulares, los cuales conviene analizar a fin de encontrar
soluciones que permitan implementar esta tecnologfa, como una opcion mas para
el aprendizaje, optimizando los recursos de las universidades.

2. Antecedentes

Las telecomunicaciones evolucionan
continuamente, hoy dia se tiene la
posibilidad de usar dispositivos de
comunicacion movil que ofrecen ser-
vicios digitales diversos, como el envio
y recepcion de mensajes, imagenes y
video; la aceptacion de tales aparatos
en la sociedad ha sido un éxito desde
1995, cuando salieron al mercado los
primeros teléfonos celulares con pres-
taciones elementales de transmision de
voz. En la actualidad, a escala mundial
la cantidad de teléfonos celulares es
mayor al nimero de computadoras;
igualmente, el mercado de los asistentes
personales o PDA crece significati-
vamente; la ventaja que tienen estos
dispositivos de conectarse a través

de infrarrojos o Bluetooth, permite
el uso de aplicaciones independientes
de conexion cableada y ofrecen una
movilidad creciente al usuario.

La utilizacion de dispositivos moviles va
en aumento Y, sobre todo, el telefono
celular se incorpora a la vida cotidiana
de las personas. En los Estados Unidos,
la penetracion del dicho aparato entre
los estudiantes de high schools es del
75% y en los colleges es de 90%; con la
reduccion de los precios y el aumento
de desempeno, es posible concluir que
la penetracion en un futuro proximo
sera del 100% [Prensky, 2005].
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Las aplicaciones para los dispositivos
moviles son tan variadas como lo son
para las computadoras, y se incorporan
a nuevos esquemas de comunicacion
empresarial y social. El area educativa
no queda excluida de esta evolucion
tecnologica y con el uso de las Tec-
nologias de la Informacion (Tl), mo-
difica continuamente los servicios que
ofrece, integrando a la ensehanza los
avances tecnologicos que surgen en la
sociedad.

En un mundo globalizado, las econo-
mias de los paises experimentan un
gran cambio estructural, que demanda
cada vez mas empleados en el area de
la informacion y menos trabajadores
industriales y agricolas; ademas, las
tecnologias informaticas permiten que
la Universidad se posicione en diversos
nichos del mercado, de los que atiende
con tecnologifas tradicionales. [Casass,
2006]. Ahora, en los alumnos se presen-
tan las siguientes disyuntivas:

* Licenciatura / Postgrado / Actualizacion

* Estudiantes de tiempo completo /
Estudiantes de tiempo parcial

* Formacion de una sola vez / Forma-
cion para la vida

* Formacion presencial / Formacion
remota.

El nuevo escenario educativo hace que
la mayoria de las instituciones de en-
sefanza universitaria se esfuercen por
introducir el uso de las Tl en la ense-
hanza y en el aprendizaje, en términos
de adecuacion curricular, procesos y
resultados, para adaptarse a una nueva
dinamica social y como motor para
la calidad en la educacion. [Guardia,
Sangra, 2006].

La formacion remota en las Universi-
dades permite brindar servicios educa-
tivos a mayor nimero de personas, al
incluir a los alumnos de tiempo parcial
que buscan en las Universidades actuali-
zacion, adquisicion de competencias la-
borales o un nuevo grado académico.

Tecnoldgico de Estudios Su res de Ecatepec

En México por ejemplo, la poblacion
nacional en edad de formacion univer-
sitaria (18 - 24 ahos) es alrededor de
4 millones de personas y el sistema
educativo nacional solo atiende a 2.3
millones. Las funciones tradicionales
de las universidades implican costos
lineales entre capacidad de atencion
a la demanda y costo de inversion, asi
como poseer espacios fisicos para la
transmision de conocimiento, acervos
documentales, laboratorios y talleres,
lugares para la concentracion de in-
vestigadores, entre otras necesidades
[Casasus, 2006].

El incremento de la poblacion estudian-
til obliga a las instituciones a invertir en
la infraestructura necesaria para aten-
derla. Las Tecnologias Informaticas (TI)
ofrecen a las instituciones otra manera
de afrontarla, elevando la capacidad de
atencion.

Capacidad

Educacion

tradicional
Costo

costo

Educacion
apoyada en
TI.

Figura |: Comparativa de inversion en una institucion educativa
entre educacion tradicional y educacion apoyada en TI.

[Casasus, 2006

Capacidad
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Las instituciones de educacion superior se enfrentan a nuevos paradigmas, se
replantean los procesos de ensehanza — aprendizaje, la estructura del curriculo,
y las formas de evaluacion; la sociedad requiere mayor cobertura y la empresa
exige profesionistas con mayor dominio en las tecnologias de la informacion y

altos perfiles de egreso.

El aprendizaje movil es una tecnologia reciente que puede agregarse a los servicios
educativos de las Universidades, para optimizar el uso de los materiales didacticos
generados en ellas y aumentar la difusion de los conocimientos.

3. M-learning

El m-learning surge en el contexto mun-
dial gracias a que los asistentes persona-
les y los teléfonos celulares presentan
las siguientes caracteristicas:

I. Aumento en la capacidad de proce-
samiento y almacenamiento.

2. Reduccion de tamafio y peso.

3. Integracion de conexion inalambrica.

4. Integracion de baterias con mayor

almacenamiento de energia y menor-
peso

5. Soporte a software de aplicacion no
administrado.

La posibilidad de usar un dispositivo
movil en la vida diaria, hace factible
tener a la mano informacion personal
en cualquier momento y lugar; si estas
ventajas las incorporamos en el proce-
so ensenanza-aprendizaje, el profesor
podra usar estos dispositivos como un
nuevo canal de comunicacion con sus
alumnos, y ellos a su vez, contaran con
una nueva herramienta para consulta,
entrenamiento, repaso o resolucion de
problemas que les facilite la aprehension
del conocimiento.

El aprendizaje movil alin se encuentra
en estado embrionario, razon por la
que se debe considerar la experiencia
obtenida en los ambientes de apren-
dizaje y la educacion a distancia para
lograr avances sustanciales. Esta nueva
area, se basa en los conocimientos de
las siguientes disciplinas:

* Educacion a distancia y modelos pe-
dagogicos.

* Telecomunicaciones.

* Ingenieria de software y desarrollo de
aplicaciones.

La relacion de estas disciplinas en el
aprendizaje movil, es estrecha, y una
depende de otra, ya que las aplicaciones
deben ser trabajadas bajo un disefo ins-




truccional fundamentado en modelos pedagogicos consisten-
tes, metodologias de desarrollo aprobadas por la ingenieria
de software y considerando las limitaciones y ventajas de
telecomunicacion propias de esos dispositivos.

3.1. Telecomunicaciones

Desde la década de los 80, la computacion cambio drastica-
mente el procesamiento de la informacion; con la posibili-
dad de conectar dos computadoras, la optimizacion de los
recursos informaticos y la comunicacion hicieron factible
automatizar un gran numero de procesos de negocios, a
tal grado que en la actualidad es practicamente imposible
operar las grandes y medianas empresas con dispositivos
manuales.

A partir del nacimiento de Internet, éste se convirtio en la
columna vertebral de la comunicacion internacional, y el
avance tecnologico de los equipos diversifico los mecanismos
de conexion; hoy dia, los dispositivos que acceden a la red
se pueden clasificar en tres grandes grupos: fijos, portatiles y
moviles; estos Ultimos, presentan las siguientes caracteristi-
cas: “Bajo esta clasificacion se encuentran los nuevos dispositivos
moviles de acceso a la red. Tienen una pantalla que varia entre
| 'y é pulgadas y un teclado limitado. Su peso no sobrepasa el
medio kilo y tienen bateria. La puesta en marcha de los servicios
es casi instantanea. Son dispositivos de bolsillo faciles de utilizar.
Actualmente tenemos teléfonos moviles con conexion WAP 'y orga-
nizadores digitales personales llamados handhelds. Es esta nueva

generacion de dispositivos moviles la que tendra un crecimiento
mas grande durante los proximos anos.” [BerbeL, 2000].

Los telefonos moviles son los aparatos mas complejos y so-
fisticados que hemos incorporado a nuestra vida cotidiana.
Para comprimir y descomprimir sehales digitales codificadas,
se tienen que procesar millones de calculos por segundo.

El uso de beepers o radiolocalizadores (de una sola via),
iniciaron la comunicacion movil masivamente, ya que los
usuarios tienen mayor posibilidad de contratar servicios de
radiolocalizacion que de comprar un radio CB. Inicialmente,
los servicios fueron muy limitados, pues los beeper solo
servian para envio de mensajes, los cuales no podian ser
contestados con el mismo equipo.

Un teléfono celular realmente no es un teléfono, sino un
aparato analogo a un radio CB, la diferencia es que un radio
CB transmite con una sola frecuencia, por lo que no lo usan
simultaneamente dos personas; primero una transmite y
después la segunda persona responde, el teleéfono celular usa
una frecuencia para enviar y otra para recibir “Un aparato de
radio CB tiene 40 canales, un teléfono mévil comunica a través
de millares. No obstante, como los teléfonos moviles funcionan
en un sistema de células, y un radio CB transmite directamente
para otro aparato, la radio tiene que ser mucho mas fuerte, a
pesar de tener un alcance de poco mas de seis kilometros” [Te-
lefonos-moviles, 2006]

Figura 2: Comunicacion unidireccional (beeper), Comunicacion bidireccional
(telefono movil) (Tanenbaum, 1996)

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec
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La red de telefonfa celular se caracteriza por optimizar las bandas de frecuencias,
dividiendo a las ciudades en zonas pequenas llamadas células (generalmente de
forma hexagonal); cada una posee una antena de transmision, que administra las
frecuencias entre los usuarios. Como existe esta division, se puede usar una misma
frecuencia con varias conexiones distintas, una en cada célula de la ciudad.

Cada célula consigue utilizar varias decenas de canales, lo que da la posibilidad de
comunicar a varias decenas de personas simultaneamente en cada una. Cuando
un usuario se mueve de una célula a otra, utiliza la frecuencia de la nueva célula,
dejando libre la anterior para otro usuario.

Como las distancias de transmision no son muy grandes, los telefonos moviles
pueden transmitir con poca energia, proveida por pequefas baterias que ofrecen
un tamafo y un peso reducido. Por lo tanto, son las células, las que hacen posible
los telefonos moviles como los conocemos hoy.

Cuando el operador recibe una llamada, intentara encontrar el telefono movil
a que se destina. Antes del roaming, el operador llama al teléfono a travées de
una sehal masiva para todas las células de la region que cubre, hasta encontrar
el telefono, e informa el telefono movil y la estacion base de la célula de la fre-
cuencia en que opera.

Cuando el aparato movil se aproxima al limite de la célula, la estacion percibe
que la senal es mas débil, mientras la estacion de la célula siguiente descubre que
la sehal se esta fortaleciendo. Por fin, el telefono movil recibe la orden de pasar
de la frecuencia de la primera a la frecuencia de la célula a la que se aproxima. A
esta operacion se llama el handoff.

Los telefonos celulares, como toda maquina, estan integrados con apenas algunos
componentes, los cuales se listan a continuacion:

* Un microfono microscopico

* Un altavoz

* Una pantalla de cristales liquidos o plasma
* Un teclado

* Una antena

* Una bateria

* Una placa de circuitos.

La ventaja real de estos aparatos, es su capacidad de procesamiento y conexion,
en un equipo de pequehas dimensiones muy manejable para cualquier usuario.
En la imagen siguiente, se observa la estructura interna de los componentes de
un teléfono celular comin.
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Fijura 3: Estructura de un teléfono celular.

Lo mas increible de todo, es que hace
30 ahos hubiera sido necesario un
edificio de varios pisos para acomodar
lo que hoy sujetamos en la palma de
la mano.

Un teléfono celular ha impactado signifi-
cativamente la sociedad, las aplicaciones
de diversa indole surgen en un mercado
que demanda continuamente nuevas
prestaciones.

Sin embargo, el desarrollo de software
para dichos aparatos se enfrenta a las
limitaciones fisicas de estos dispositivos.

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

EI' movil posee un microprocesador que procesa calculos a gran velocidad, llamado DSP,
o “Digital Signal Processor” (Procesador Digital de Sefiales). Este procesador hara toda
la compresion y descompresion de los datos a la velocidad de 40 MIPS (Millones de
Instrucciones Por Segundo). El microprocesador trata de todas las tareas del teclado
y del mostrador, gestiona los comandos y controla las senales de la estacion de base,
ademas de coordinar las demas funciones. [Teléfonos-moviles, 2006].

Las caracteristicas fisicas que dificultan
la generacion de software son:

* Memoria en exceso limitada.

* Velocidad de procesamiento pequeha.

* Interfaz de entrada y salida incomo-
dos (teclados con teclas pequehas
e insuficientes, pantallas con poca
resolucion).

* Dependencia de baterias.

» Comunicaciones a Internet con tarifas
elevadas que incrementan el costo de
la transmision de datos.
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Resumen

n este trabajo se establecieron cultivos de raices transgéni-

cas de brocoli Utiles para la transfeccion de genes foraneos

via Agrobacterium rhizogenes. Se encontro que el 95% de plan-
tulas de brocoli infectadas con Agrobacterium desarrollaron raices
aéreas en los puntos de puncion, mostrando las caracteristicas
morfologicas y microscopicas tipicas de las raices transformadas.
Los cultivos de raices transformadas presentaron una velocidad
de crecimiento de |.14 cm/d y un incremento en peso seco de
12.4 g/l. Por otro lado, los cultivos de raices no transformadas
tuvieron un consumo de sacarosa de aproximadamente 60% y un
aumento en el peso seco de 5.8 g por litro, después de 30 dias,
ademas de una velocidad especifica de crecimiento (umax) de 0.17
d"', con un tiempo de duplicacion (Td) de 5.9 d.
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Introduccion

Las técnicas de cultivo de células, tejidos y organos vegetales, ofrecen un gran
potencial para la produccion de proteinas heterologas con actividades terapéuti-
cas y de diagnostico (Twyman 2003). De esas técnicas, las raices transformadas
o “hairy roots” han demostrado ser un modelo biotecnologico adecuado para
la expresion de proteinas, como la hormona de crecimiento e insulina humanas,
u otras de origen microbiano con potencial actividad biologica (Danielle, 2001).
Estas raices transgénicas se obtienen por transfeccion de genes foraneos via
Agrobacterium rhizogenes usando vectores disefiados para trasladar y expresar el
material genético foraneo en el genoma de las células infectadas con la bacteria
(Tzfira, 2006).

Se encontro que el 95% de las plantulas infectas con Agrobacterium desarrollaron
raices aéreas en los puntos de puncion, mostrando las caracteristicas morfologicas
y microscopicas tipicas de las raices transformadas. Los cultivos de raices trans-
formadas mostraron una velocidad de crecimiento de I.14 cm/d y un aumento
en peso seco de 12.4 g/l. Por otro lado, los cultivos de raices no transformadas
presentaron un consumo de sacarosa de aproximadamente 60% y un incremento
en el peso seco de 5.8 g por litro después de 30 dias; ademas de una velocidad
especifica de crecimiento (pmax) de 0.17 ¢!, con un tiempo de duplicacion (Td)
de 5.9 d.

Materiales y métodos
Transformacion de E. coli y A. rizhogenes

La transformacion de E. coli DH5a y A. rhizogenes LBA9402 se realizo usando el
mismo protocolo. Se prepararon células electrocompetentes y se transforma-
ron por electroporacion a 2.5 kV, 5 ms, y 200 €, en presencia de los vectores
correspondientes, segin el proposito del experimento en turno. Las células
electroporadas se incubaron en | ml de medio LB sin antibiotico por tres horas
antes de ser plaqueadas en cajas Petri con medio de cultivo LB adicionado con
el antibiotico de seleccion: ampicilina (100 pg/ml) para las transformadas con
pBS y estreptomicina (100 pg/ml) para las transformadas con pCAMBIA 1105.1
(pCI1105.1).

La introduccion de los vectores “a” se hizo con las mismas condiciones que para
las células de E. coli DH5a.

Material vegetal

Germinacion. Semillas de brocoli fueron embebidas por 20 minutos en agua
destilada estéril. Se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se colocaron
en alcohol etilico al 70% por 30 segundos. Se lavaron tres veces mas con agua
destilada estéril y se sumergieron en hipoclorito de sodio al 5-7% (Cloralex™®)
por |5 minutos, con agitacion periodica. Por Ultimo, se lavaron tres veces mas con
agua destilada estéril y se recolectaron en una caja Petri estéril para su siembra
en camaras de cultivo de 125 ml, con 30 ml de medio de cultivo B5. Los frascos
se mantuvieron en un cuarto de incubacion con temperatura controlada entre 25
y 27 °C e iluminacién continua a 5400 lux. Las plantulas de una semana de edad
fueron utilizadas para la induccion de raices transformadas.
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Induccion de raices
transformadas

Las raices transformadas se indujeron
mediante la infeccion de hipocotilos
por puncion, a un centimetro debajo
de los cotiledones, en plantulas de
brocoli de una semana de edad sin hojas
verdaderas, con una aguja hipodérmica
infestada con una suspension de 48
horas de crecimiento exponencial de
A. rizhogenes silvestre, o transformada
con los vectores adecuados. Los culti-
vos con las plantulas infectadas fueron
mantenidos a 25-27 °C, con iluminacion
constante de 5400 lux, por |5 dias o
hasta la aparicion de raices pilosas en
el punto de puncion. Algunas plantulas
fueron punzadas con agua estéril como
controles.

Establecimiento de
los cultivos de raices
transformadas y no
transformadas

El tejido radical de plantas no inocula-
das con Agrobacterium fue retirado de
las plantulas de aproximadamente una
semana de edad y se colocaron para su
propagacion en matraces con medio
Shenck & Hildebrandt (SH) adicionado
con 30 g/l de sacarosa.

Las raices 2-3 cm de longitud poten-
cialmente transformadas, emergidas
en los puntos de puncion en plantulas
infectadas con Agrobacterium, fueron
escindidas de los tallos y colocadas
en frascos con medio SH semisolido,
adicionado con cefotaxima (400 pg/ml)
para eliminar la bacteria. Cuando estas
raices alcanzaron 10 cm de longitud,
fueron transferidas a matraces Erlen-
meyer con 30 ml de medio SH liquido,
adicionado con el mismo antibiotico, y
que se mantuvieron en una agitadora
orbital a 110 rpm y 26° C.

Construccion
del vector quimérico
PCAMOGHE

Se amplifico por PCR (Techne TC-312)
la region correspondiente al cDNA de
la hormona de crecimiento humano
(HGH) con los iniciadores 5— tggtct-
ctcatgggtaaaacgacggecagt—3’ y 5 — tgg-
tctccgatctcaggaaaca- getatgac—3’. Estos
icontienen la region para la enzima de
restriccion Eco3 || ademas de los corres-
pondientes a Bglll y Ncol. El amplificado
fue digerido con Eco3 11y purificado de la
banda en un gel de agarosa, para su pos-
terior ligacion al vector pPCAMBIAL 105.1
(pCI1105.1) con extremos cohesivos
correspondientes a Ncol y Bglll.

Resultados y discusion

Transformacion de A.
rhizogenes LBA9402 con el vector
pCl1105.1

Las colonias de Agrobacterium rhizogenes
LBA9402 positivamente transformada
con el vector pCl105.1, crecieron
adecuadamente en presencia del es-
treptomicina (Figura 1 A) sugiriendo la
presencia del DNA plasmidico (12.1
kb), que se comprobo mediante elec-
troforesis en geles de agarosa al 1%
(Figura IB).

12000 pb

B Carril:
1

3

1650 pb

Transformacion de A. rhizogenes

A A. rhizogenes LBA9402 creciendo en medio LB con
antibictico, Clona 11 y Clona 12.

MPM
2 Chnall
Clona 12

MPM: 1 Kb ladder plus.
Agarosa 0.9 9%; 100 V. 60 min.

Figura |. Colonias de A. rhizogenes 9402 transformadas de con el vector pCl105.1 y crecidas en
presencia de estreptomicina (A) y gel de agarosa mostrando la presencia de las bandas
correspondientes al vector en dos de las clonas (B).

Investigacién - Ciencia - Tecnologia - Cultura



Inducciéon y establecimiento de cultivos de raices

transformadas de brécoli

El 95% de las plantulas infectadas con Agrobacterium desarrollaron raices aéreas
y pilosas en los puntos de puncion, mostrando las caracteristicas morfologicas y
microscopicas tipicas de las raices transformadas: ageotropismo positivo, rapido
crecimiento, alta ramificacion y vellosidad abundante (Figuras 2 A, By C

Figura 2. Induccion de raices aéreas en plantulas de brocoli y microfotografia de raices
transformadas con Agrobacterium LBA9402 silvestre que contiene el vector pRi 1855
(A), y con Agrobacterium LBA9402 transformada con el vector pC1105.1 (B). Las
micrografias en Cy D muestran raices pilosas primarias y secundarias transformadas

tipicas (Barra 600 pm).

Figura 3. Elongacion de raices transformadas aéreas (flechas)

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

en plantulas truncadas y transplantadas a medio
SH. Las plantulas se infectaron con A. rhizogenes
transformado con el plasmido pCl105.1 (A), y con
A. rhizogenes LBA9402 silvestre llevando el plasmido
pRi 1855 (B).

Con el fin de que las raices transforma-
das proliferaran y tomaran el tamahno
adecuado para sobrevivir separadas de
la planta, ésta se retiro del medio de cul-
tivo y la parte aérea sin raiz verdadera
se transplant6 a un medio semisolido de
Shenck y Hildebrandt (SH), adicionado
con cefotaxima (400 pg/ml) para evitar
el crecimiento de la bacteria. Todas
estas plantulas truncadas transplantadas
produjeron nuevas raices sumergidas,
presumiblemente sin transformar, y
permitieron el adecuado desarrollo de
las raices transformadas aéreas en el
punto de puncion hasta 8-10 cm en solo
una semana (Figuras 3 Ay B).

Tecnoculturafl 9



Tecnocultura/l 9

Una vez que las raices alcanzaron 8 a 10 cm de longitud, fueron cortadas del resto
de la planta y se sembraron en matraces con medio SH liquido, con cefotaxima
(Figuras 4 Ay B). Estos cultivos de raices transformadas mostraron velocidad de
crecimiento de |.14 cm/d y un incremento de 14.3 g PS/l en 17 dias.

Figura 4. Raices transformadas con A. rhizogenes silvestre llevando el plasmido pRi 1855
(B), y con A. rhizogenes transformado con el vector pCIl105.1 (A).

Perfil de crecimiento de
raices no transformadas

Con propositos de comparacion, en
paralelo se establecieron cultivos de
raices no transformadas utilizando
explantes de tejido radical de plantulas s
no infectadas con Agrobacterium. En
estos cultivos se siguio la cinética de ' 25
crecimiento monitoreando la variacion
en el peso fresco, peso seco y consumo
de sacarosa por el método del acido
dinitrosalicilico (Figura 5).

-

Sacarosa (g/l)

De esta manera, de acuerdo con el mo-
delo de Monod, la velocidad especifica
maxima de crecimiento (umax) para los
cultivos de raices no transformadas fue
de 0.17 d-1, con un tiempo de dupli-
cacion (Td) de 5.9 dias. Estos cultivos
mostraron un consumo de sacarosa de Figura 5. Perfil de crecimiento y consumo de sacarosa en cultivos de raices no
aproximadamente 60% y un incremento transformadas

en el peso seco de 5.8 g por litro des-

pués de 30 dias.

Crecimiento (g/1)

0 10 20 30
Tiempo (Dias) ——Creamiento
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Si bien es cierto que aln no se pue-
de hacer una comparacion entre los
parametros cinéticos de los cultivos
transformados con los no transforma-
dos, se pueden confrontar los indices
de crecimiento. Para los cultivos no
transformados se alcanzo 5.8 g PS/l en
30 dias, mientras que para los cultivos
transformados se obtuvo 14.3 g PS/l en
|7 dias. Estos datos permiten inferir
que los cultivos transformados poseen
una velocidad especifica de crecimiento
superior a la mostrada por los cultivos
normales.

Perfil de sacarosa, glucosa
y fructosa en medio de
cultivo

Al seguir el perfil de consumo de saca-
rosa en el medio de cultivo por raices
no transformadas, evaluando también
glucosay fructosa por HPLC/IR (Figura
6), se pudo observar la desaparicion
de sacarosa y la aparicion de glucosa
y fructosa desde la fase lag y durante
la fase exponencial. Este cultivo, como
el de la Figura 5, alcanzo la etapa esta-
cionaria con poco mas de la mitad de
los azlcares consumidos, muy proba-
blemente debido a la falta de espacio
en el matraz (Figura 4). Sin embargo,
la sacarosa se agota del medio de cul-
tivo al final, pero la glucosa y fructosa
mantienen una concentracion residual
de aproximadamente 5 g/l cada una,
lo cual concuerda bien con la cantidad
sacarosa residual (12 g/l) observada en
la cinética de la Figura 5.

La presencia de glucosa y fructosa no se
pudo observar en la cinética mostrada
en la Figura 5, debido a que el método
del acido dinitrosalicilico usado para
ese estudio, evalla azucares totales
sin distinguir entre sacarosa y sus
monomeros. Esta observacion resulta
relevante para el presente proyecto,
porque demuestra que estos cultivos
son capaces de excretar proteinas
estables al medio de cultivo, tal como
la invertasa que hidroliza la sacarosa

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

en sus monomeros. Este hecho podria
ser una ventaja si se piensa que esta
fuente de carbono puede ser dirigida
a la sintesis de proteina o material ge-
nético, favoreciendo la produccion de
proteinas heterologas.

30

]
w

]
o

Consumog/|

10
5
0
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias) —9—sac =li=glu —d—fru

Figura 6. Perfil de sacarosa, glucosa y fructosa en medio de cultivo de los cultivos de la cinética
de crecimiento de raices no transformadas.

Construccion del vector quimérico pCAMhGHE

Amplificacion del cDNA de hGHI

El cDNA de la proteina hormona de crecimiento humano de 822 pb (gentilmen-
te donado por la Doctora Herminia G. Martinez, de la UANL) fue amplificado
utilizando los iniciadores disehados especialmente para tal secuencia y modificar
los sitios de restriccion flanqueantes (5’ tggtctctcatgggtaaaacgacggeccagt—3'y 5
— tggtctccgatctcaggaaacagcetatgac—3’). Tales iniciadores, incluyen en su secuencia
un sitio de restriccion separadamente a los de interés (Ncol y Bglll), Eco311.
Dicha estrategia fue adoptada por la cualidad de la enzima para realizar cortes
en las secuencias inmediatas a la secuencia de reconocimiento en la direccion
3’ (Figura 7), generando asi los dos extremos cohesivos en una sola reaccion de

5.GGTCTC(N)A-3
3-C CAGAG(N)A-5

Figura 7. Sitio de reconocimiento de Eco31l
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Durante la amplificacion por PCR, se probo la adicion del agente caotropico
Dimetilsulfoxido (DMSO, (CH,),SO) al 2, 3 y 5% de la mezcla de reaccion. El
DMSO tiene la capacidad reducir la estabilidad de las estructuras secundarias de
los cebadores, favoreciendo la correcta hibridacion (Figura 8). Como se puede
observar en la Figura 8, la adicion del agente caotropico no mostro efecto impor-
tante sobre la amplificacion, al no haber diferencias significativas entre las bandas
amplificadas a distintas concentraciones de DMS.

Carril:
1-4 Amplificacién con iniciadores basados en
mi3 a0, 2, 3y 5% de DMSO respectivamente

5-8 Amplificacién con iniciadores extendidos a 0, 2,
3y 5% de DMSO respectivamente

MPM: 1 Kb ladder plus.
Agarosa 1%; 100 V. 30 min.

Figura 8. Amplificacion del cDNA de hGHI con los iniciadores extendidos.

Ligacion del amplificado al pC1105.1 digerido

Los productos de PCR fueron purificados de geles de agarosa, seguida de la cuan-
tificacion de su concentracion, para después ser digeridos con la enzima Eco3 11y
generar los extremos cohesivos de Ncol y Bglll. Paralelamente, se digirio el vector
pC1105.1 con Ncol y Bglll de manera secuencial posterior a su purificacion.

Figura 9. A) Colonias resultantes de la integracion de moléculas
recombinantes (PCAMhGHE); B) Control positivo de ligacion;
C) Control negativo de transformacion.

Investigacién - Ciencia - Tecnologia - Cultura



Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

Con los fragmentos de DNA digeridos, y en una proporcion 3:1 en peso inserto
—vector, se procedio a realizar la reaccion de ligacion probando 0.1,0.5 y | Unidad
de enzima ligasa (T4 DNA Ligase). Tras la ligacion, se procedio a electroporar
células competentes de E. coli DH5a con la reaccion de ligacion para seleccionar
clonas con las moléculas recombinantes generadas.

En los experimentos, fueron incluidos controles positivos y negativos de ligacion
(Figura 9). Como puede observarse, los controles positivos y negativos resultaron
como se esperaba. En las placas correspondientes a las ligaciones de pC1105.1
y cDNA de hGHI (pCAMhGHE) se obtuvieron en promedio 10 colonias por
placa. Tales colonias fueron sembradas individualmente en medio LB fresco con
antibiotico (Estreptomicina 100 pg/ml) y 16 de fueron usadas para extraer DNA
plasmidico para un primer escrutinio, al buscar bandas en geles de agarosa, de
aproximadamente |3 Kb.

Seleccionadas dos colonias, este DNA se utilizo como templado de PCR, para
confirmar la presencia del inserto dentro del vector quimérico generado, utili-
zando los iniciadores antes citados (Figura 10). Estas colonias son las utilizadas
para el establecimiento de raices transformadas, productoras de la hormona del
crecimiento humano.

12000 pb

Carril:
1 Amplificacion con templado de colonia 1

2 Amplificacion con templado de colonia 3

05
MPM: 1 Kb ladder plus.
1000 pb Agarosa 1%; 100 V., 30 min.
850 pb

Figura 10. Amplificacion del cDNA de hGH1 del vector pCAMhGHE
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Conclusiones

En esta parte del trabajo, se desa-
rrollaron los protocolos para el esta-
blecimiento de cultivos de raices de
broécoli, tanto transformadas como
no transformadas. Los datos para los
cultivos de raices no transformadas
indican un crecimiento mas bajo (IC
5.8¢ de PS/l), en comparacion con lo
observado para los de raices transfor-
madas (IC 12.4g de PS/I). El desarrollo
acelerado de los cultivos transformados
sugiere que el modelo de brocoli es un
sistema prometedor para la produccion
de proteinas heterologas y, segin el
consumo de sacarosa, quiza con bajas
necesidades nutrientes.

Se construyo el vector quimérico pCA-
MGHE (pCAMBIA 1105.1 + el cDNA
del gen | de la hormona de crecimien-
to humano) que sera transfectado a
brocoli via A. rhizogenes, para probar si
este modelo vegetal es adecuado parala
produccion de proteinas heterologas,

Daniell H., Stephen ., Streatfield, Wycoff K.
(2001).*“Medical molecular farming: production
of antibodies, biopharmaceuticals and edible
vaccines in plants”. Elsevier Science Ltd. Vol. 6,
219-226.

Twyman R, Stoger E., Schillberg S., Christou P,
Fischer R. (2003).“Molecular farming in plants:
host systems and expression technology”.
Elsevier Science Ltd. Vol. 21,570-578.

Tzfira T, Citovsky V. (2006).““Agrobacterium-
mediated genetic transformation of plants:
biology and biotechnology”. Current Opinion in
Biotechnology. Vol. 17. 147—154.
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Caracterizacion del Gen LI
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la Capside del Virus del Papiloma Humano para su
Clonacion en Hairy Roots de Brassica oleracea var italica
(Brocoli)
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Resumerg

| cancer cervicouterino es una de las principales causas
de muerte por neoplasias en paises como México. La en-

fermedad se asocia a una infeccion previa por el virus del

papiloma humano (VPH). Una de las principales caracteristicas de

este virus es la proteina L1 que es la mayoritaria de la capside y °
puede autoensamblarse para formar particulas semejantes a virus

VLP, ademas de que esta proteina presenta propiedades antigéni-
cas contra ese virus en animales. Con base en esas propiedades,
se han desarrollado y comercializado vacunas a base de los VLP
contra el VPH, sin embargo los sistemas de produccion resultan
costosos y el producto es poco accesible para personas margi-
nadas, quienes son la poblacion mas afectada por este virus. En
este trabajo se presentan los resultados sobre la caracterizacion
del gen LI del HPV con el objetivo de establecer posteriormente
un cultivo de raices transformadas de brocoli que expresen la
proteina correspondiente y la ensamblen en VLPs. También se
presentan los resultados sobre el establecimiento de cultivos de
raices no transformadas de brocoli silvestre y de raices transformadas
sin el gen..
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Introduccion

El cancer cervicouterino es una de las principales causas de muerte por neopla-
sias en paises como México (Salas-U. 2006) (Diestro M. D. 2007); la enfermedad
se asocia a la infeccion previa por VPH. Una de las principales caracteristicas de
este virus es la proteina LI, que es la mayoritaria de la capside y puede autoen-
samblarse para formar particulas semejantes a virus VLP; ademas, esta proteina
presenta propiedades antigénicas demostradas en animales en experimentacion
(Carter 2003) (Moniz. M., 2003).

Gracias a estas propiedades, se han podido desarrollar y comercializar vacunas a
base de los VLP de VPH (Stanley, 2007) (Mclntosh, 2008), sin embargo los siste-
mas en donde se expresa resultan costosos y poco accesibles para las personas
marginadas, las cuales son la poblacion mas afectada por este virus. La biotecno-
logia vegetal que se presenta en este trabajo, particularmente el cultivo de raices
transformadas, ofrece una alternativa para su produccion, ya que estas raices
pueden propagarse en biorreactor o regenerarse a planta completa con potencial
como vacuna comestible. El objetivo aqui es obtener un cultivo de raices trans-
formadas de brocoli con el gen de la proteina L1 del VPH. Hasta el momento, se
ha logrado aislar el gen LI mediante restricciones y PCR a partir del constructo
pVAXI-LI. También se tienen cultivos control de raices de brocoli silvestre y
raices de brocoli infectadas con Agrobacterium rhizogenes LBA9402.

Materiales y métodos

A partir de los plasmidos pl6L1 y pHPV |6 se transformaron cepas de Escherichia
coli DH5a para preservarlos y utilizarlos en posteriores ensayos. En este trabajo,
se emplea el gen de la proteina LI incluido el constructo pl6LI, que esta for-
mado por el plasmido pVAXI y el gen L1. Para caracterizar al gen LI dentro del
constructo pl6LI se realizaron digestiones con enzimas de restriccion y PCR,
empleando dos pares de primers: uno par amplifica el gen completo y otro que
amplifica al gen sin la secuencia de localizacion nuclear, e inicia a partir del segundo
ATG del gen LI. También se utilizaron primers universales My09 y Myl I, los
cuales se emplearon para amplificar una region conservada de 450 pb dentro del
gen LI. Se realizo la caracterizacion del plasmido pCAMBIA 1105.1 por medio
de cortes de restriccion, para que posteriormente se transforme una cepa de A.
rhizogenes LBA 9402.

Respecto a las actividades sobre biotecnologia vegetal, se establecieron los culti-
vos de raices normales de brocoli usando un medio B5 semisolido para germinar
semillas y obtener plantulas, a fin de iniciar el cultivo de las raices. Asi, se obtu-
vieron cultivos de raices transformadas con A. rhizogenes que se desarrollaron
en un medio SH liquido.
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Resultados y discusion

Caracterizacion del gen L1 a partir del constructo pl6LI
mediante enzimas de restriccion

oMLY COLONIAS
> Cmt-mm CARRIL:
A4 pWLY Dol y Mg 1. pi6L1
: :::-m 2. p16L1+Eco RI
I v 3. P11 + Hindlll
Covowas | 4. p16L1+Eco Rly Hindlil
:u:;. 5. p16L1+BamHI
M pMLY = Booll 6. p16L1+ Sacl
1L PHLY « Hingw 7. p16L1+Kpnl
i el 8. pi6L1+Kpnly Saci
WophLY . e
.ty wew 1112 13 14 15 16 MPAL- Mareador 1 Kb plas DNA

Ladder.

MPAL- Marcader 1K phes DXA il o = Sk Agarosa 146,100V, 4€ min
Ladder

Aparois 18, 100V, 4S mia

Figura |. Electroforesis de las reacciones de restriccion plasmidica de constructo pl6éLI
para la caracterizacion del gen L1I.

Se aislaron 24 clonas transformadas de E.coli pl6L1 y a 10 de ellas se les extrajo
de DNA plasmidico; de estas extracciones, se emplearon tres para realizar la
caracterizacion del gen LI por ensayos con enzimas de restricciones (Figura I).
De acuerdo con el tamaho que mostraron las bandas, en los geles se observo la
presencia del L1 en la restriccion, empleando simultaneamente las enzimas EcoRI
y Hindlll. La enzima Hindlll corta en el extremo 5’, que flanquea al gen, mientras
que EcoRl corta dentro del gen en la posicion 1261. Se puede observar la repro-
ducibilidad en los resultados, resaltando el fragmento correspondiente al gen L1
en las restricciones adecuadas que se indican con las flechas.

En otro estudio, se efectuo la restriccion con enzimas que cortan dentro del gen
LI (Figura 2). Como se observa, se obtuvieron las bandas con los fragmentos
esperados (flechas). Con estos resultados, se comprobo que se trata del gen LI,
porque los patrones de bandas corresponden a las restricciones de las enzimas
que cortan dentro del gen y en el flanco 5’ con Hindlll.

* COLONAS

CARRIL:

1. p16L1+EcoRi

2. p16L1 +EcoRly Hindill
3. pi6L1 »BamHly EcoRl
* COLONIA 10

4. pi6L1+EcoRl

5. p16L1+EcoRly Hindill
6. p16L1+BamHly EcoRl

* COLOMAS

CARRIL:

1. p16L1 + Hindll y BamHi

2. pI6LY +Hindmy EcoRV

* COLOMAS

1. p16LY e Mindmy BamMi |0
P1EL1 » Hindll y EcoRV

s AFAL- Mareador 1Kb plu
- DNA

Ladder.
Agaress 1%, 1001, Momin

AMPAL- Mareador 1KD plas DNA 55
Ladder. [
Agarom 1%, 100V, 40 min

Figura 2. Electroforesis de la restriccion plasmidica de pI6LI con enzimas de restriccion que
cortan en el interior de la secuencia del gen LI.
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Tabla I. Primers diseiados para la amplificacion del gen L1 con y sin la sefal de localizacion nuclear.

ODILI TTGACCATGGATGCAGGTGACTTTTATTTAC
ORILI GGTAAGATCTTTACAGCTTACGTTTTTTGCG
OD2LIATG2 TTGACCATGGATGTCTCTTTGGCTGCCTAGT
OR2LINLS- GGTAAGATCTTCCTAATGTAAATTTTGGTTT
My09 CGTCCMARRGGAWACTGAT

Myl | GCMCAGGGWCATAAYAATG

Amplificacion del gen LI a partir del constructo pl16LI

Los oligos o primers (Tabla |) se disefiaron tomando en cuenta la amplificacion de
todo el gen (ODILI y ORILI), considerando la amplificacion a partir del segundo
ATG y sin secuencia de localizacion nuclear (OD2LIATG2 y OR2LINLS-), lo cual,
de acuerdo con Maclean, J. et al., 2007 (Maclean, 2007), aumenta la produccion
de proteina y facilita la clonacion en los vectores. También se utilizaron oligos
universales para la amplificacion de una secuencia conservada de 450 pb dentro
del gen LI.

COLONIA 8
CARRIL:
1. P16L1 + primer ODL1 y ORLY

2. P16L1 + primer OD2L1ATG2 v
OR2LINLS.

J. P16L1 + primer My09 y My11

MPML- Marcador 1KD plus DNA
Ladder.
Agarosa 1%, 100 V', 40 min

Figura 3. Productos de la PCR de pl6LI usando los primers mostrados en la Tabla I.

Como puede observarse en la Figura 3, se obtuvieron los fragmentos esperados:
de 1.6 kb con los primers que amplifican todo el gen; los de 1.4 kb par amplifican
el gen sin la secuencia de localizacion nuclear y a partir del segundo ATG, y el de
450 pb, que corresponde a la amplificacion empleando los primers My09 y My 1.
Esto demuestra la presencia del gen LI dentro del constructo pl6LI.
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Caracterizacion del vector binario pCAMBIA 1105.1

El plasmido pCAMBIA 1105.1 se utilizo para transformar Agrobacterium, con el
cual se infectaron plantulas de brocoli para la induccion de raices transformadas.
Este plasmido confiere resistencia bacteriana a estreptomicina y resistencia de las
raices a higromicina; su digestion, empleando las diversas enzimas de restriccion,
produjo los fragmentos con los tamahnos esperados (Figura 4).

" ——
LA 2 M

A
\ F e L)
[eTr——— v
-~ ——
L el
P LI b Pl

+  CARRIL

MPM

1. pPCAMBIA1105.1

2. pCAMBIA1105.1 + EcoRI

3. pCAMBIA 1105.1 + Hindlll y
Ncol

4. pCAMBIA 1105.1 + Xhol y Nco

MPM.- Marcador 1Kb plus DNA
Ladder.

Agarosa 1.6% 100 v 25 minutos

Fragmento de 762 pt
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Figura 4. Electroforesis de la restriccion plasmidica de pCAMBIA [105.1 (A) con diversas

enzimas de restriccion (B).

Establecimiento de cultivos de raices de broécoli

Se establecieron cultivos de raices no transformadas y de raices transformadas
con Agrobacterium rhizogenes LBA9402 (Figura 5). Se resalta el sitio de infeccion
para la agrotransformacion y se indica la raiz aérea emergente, la cual se transfiere
posteriormente a medio con cefotaxima para eliminar a A. rhizogenes y poder
constituir el cultivo aséptico de raices de brocoli transformadas. El protocolo fue
previamente determinado por el grupo de trabajo del Laboratorio de Ingenieria
Metabolica del CINVESTAV y fue reportado por Edgar Garcia Lopez et al., en un
trabajo presentado en este congreso.
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Cultivo de raices
transformadas

Cultivo de
plantulas

Raices transformadas con  Las raices transformadas
A. rhizogenes LBA9402 en placas con antibiotico

Figura 5. Esquema para del protocolo para el establecimiento de cultivos de raices de Brocoli.
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