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EDITORIAL

Ventajas del uso de Cocultivos en Biotecnhologia

En biotecnologia la mayoria de los productos se obtienen usando una cepa pura,
ya que de esta manera se facilita el control del proceso. Se esteriliza el medio de
cultivo y se inocula con un cultivo; sin embargo, en la naturaleza la mayoria de los
microorganismos se encuentran formando parte de comunidades microbianas, en las
gue se obtienen productos mediante la combinacion de vias metabdlicas de
diferentes microorganismos.

Algunos procesos, como los que ocurren en las compostas, en el intestino
humano o en los alimentos fermentados tradicionales, actian microbiotas mixtas, las
cuales son por lo general complejas. Bader et al. (2010) distinguen estos cultivos
mixtos, de los cuales comUunmente no se conoce qué microorganismos los
componen, de los cocultivos, que se forman mezclando microorganismos conocidos
y se llevan a cabo en condiciones asépticas.

Dentro de las ventajas del uso de los cocultivos se encuentran: el incremento en
el rendimiento del producto con respecto al del cultivo puro, la produccién de
diferentes compuestos debida a la sucesion en el crecimiento de diferentes
microorganismos, la estabilizacion de alimentos, al tener cepas que produzcan
compuestos antimicrobianos. Asimismo, es posible usar en vez de glucosa sustratos
mas baratos, como algun residuo lignocelulésico, junto con un cocultivo que incluya
microorganismos capaces de degradar el sustrato, junto con los que pr usen los
productos de esta degradacion para crecer y producir el compuesto de interés. Esto
abarataria considerablemente el proceso.

Los efectos de los cocultivos se deben a que existen interacciones entre los
microorganismos que forman parte del complejo. En la mayoria de los casos se
busca una interaccion positiva entre los miembros de un cultivo, es decir, se incluye
un miembro cuya accion seria benéfica para uno o todos los integrantes de un
cocultivo. En este caso una cepa estaria sacrificando su propio bien en aras del bien

de la comunidad y este es un tema a investigar en ecologia microbiana.
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EDITORIAL

Existe un gran potencial en el uso de cocultivos o de cultivos mixtos para
mejorar los procesos biotecnoldgicos. Es necesario entonces conocer mas sobre los
cultivos mixtos naturales y sus interacciones, para aprovechar no solamente lo que
un cultivo puro puede proporcionar, sino también lo que es capaz de hacer “en
equipo”.

En este niamero se incluyen contribuciones tanto del estudio de un alimento
fermentado por un cultivo mixto, como otro en el cual se propone el disefio de

sistemas biologicos.

Ma. del Carmen Wacher Rodarte
Departamento de Alimentos y Biotecnologia
Facultad de Quimica

Universidad Nacional Autonoma de México

E-mail: wacher@unam.mx
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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original asi como de revisién en los campos de la
biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision por al menos dos
miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion de aceptacion para ser
publicados.

Los idiomas de la revista son el Espafiol y el Inglés.

Los trabajos se escribirdn en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados a
todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm de cada lado.
Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central de cada hoja.

Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo de 25 paginas, escritas con un
interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las publicaciones de trabajos originales
y revisiones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de tiempo (h,
min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, nug), DNA, RNA y otras comunmente aceptadas en
la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que cultivan
la biotecnologia y la bioingenieria, desde sus aspectos fundamentales hasta las aplicaciones de los
mismos, incluyendo: microbiologia, bioquimica y biologia molecular, procesos y proyectos, asi como
biotecnologia marina y biotecnologia aplicada a la salud, alimentos, agricultura, veterinaria, enzimas y
ambiente.

Los trabajos de investigacion original seran divididos en las siguientes secciones: Introduccién,
Materiales y métodos, Resultados, Discusion, Referencias y Agradecimientos. Las secciones de
Resultados y Discusién pueden presentarse combinadas.

Los trabajos de revisién incluirdn el tema y subtemas que a juicio de los autores sean necesarios
para la mejor presentacion de la informacion. Estos trabajos pueden cubrir los siguientes contenidos:

1. ;,Qué es y para qué sirve la Biotecnologia?. Es decir: descripciones que ilustren y divulguen los
distintos campos de la biotecnologia, sus alcances y limitaciones, su historia y sus perspectivas.

2. Las fronteras de la biotecnologia: revisiones de nuevos campos o0 nuevas aplicaciones de la
biotecnologia. Por ejemplo: las perspectivas del uso de los genomas para el desarrollo de nuevas
drogas o para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. Las perspectivas de la gendmica
(estudio sistematico de los genes y sus aplicaciones), la proteémica (prediccion de la expresion de
los genes en proteinas funcionales) y la fenémica (prediccién de fenotipos o conductas de los
organismos, en base a sus genes y a sus proteinas). El uso de la ingenieria genética para hacer
ingenieria metabolica. Los nuevos tipos de reactores biolégicos y los fendmenos de transporte
implicados. Los nuevos esquemas de reaccién, separacion y control en procesos bhiotecnolégicos.
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3. Aplicaciones de la Biotecnologia para resolver problemas o atender necesidades de la sociedad,
con especial atencién a sus aplicaciones ya vigentes en México. Esta seccion sera dedicada a
una empresa o institucion (publica o privada) que desee difundir los logros obtenidos en algin
campo de la biotecnologia. Por ejemplo: empresas productoras de antibidticos o productos
biologicos, empresas de ingenieria ambiental que usen procesos biotecnolégicos, empresas
agropecuarias, forestales o de acuacultura que usen tecnologias biol6gicas avanzadas, o
empresas de transformacion de alimentos que utilicen enzimas, cultivos de microorganismos, etc.
Esta lista es indicativa pero no exhaustiva.

4. Problemas de bioseguridad, bioética y biodiversidad relacionados con las aplicaciones de la
biotecnologia a la sociedad. Por ejemplo: analisis y comentarios sobre los debates acerca del uso
de semillas transgénicas, los problemas de conservacion y explotacion de la biodiversidad
mediante la biotecnologia, los riesgos del uso de organismos transgénicos en diversos campos de
la industria, los problemas de bioseguridad del uso de antibiéticos y otros productos
biotecnolégicos.

5. La educacion, la cultura y la difusién tecnoldgica en relacién con la biotecnologia. Por ejemplo:
comentarios de planes y programas, de estilos y necesidades de la ensefianza, del enfoque
interdisciplinario, en carreras o planes de estudio directamente ligados con la biotecnologia.
También necesidades y modalidades sobre programas de extension educativa para la industria,
para el publico consumidor o para grupos selectos de personas interesadas en la biotecnologia
(politicos, funcionarios de empresas, lideres de opinion). El uso de la informatica en la difusion de
la biotecnologia, y en general, el andlisis de necesidades, métodos y alternativas para difundir los
conocimientos de la biotecnologia.

6. Oportunidades y propuestas para mejorar la cooperacion y el desarrollo biotecnolégicos. Por
ejemplo: Analisis de las oportunidades vigentes de intercambio académico o comercial en
biotecnologia. Propuestas de nuevas formas de cooperacidn entre los sectores de investigacién y
la industria biotecnol6gica. Andlisis y propuestas del uso 6ptimo de recursos humanos, financieros
0 materiales para mejorar la cooperacion o el desarrollo de la biotecnologia. En esta seccion se
daréa espacio a los analisis, criticas o propuestas de los aspectos legales y fiscales que afecten e
incluso puedan mejorar el desarrollo de la biotecnologia en México. Tales como: la propiedad
industrial, el régimen fiscal de las empresas, el costo del desarrollo biotecnoldgico y los subsidios
o0 estimulos econdémicos para el desarrollo de la biotecnologia.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberan apegarse al siguiente
formato:

1. El titulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14. El
titulo debera estar centrado.

2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y primer
apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los nombres de los
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participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el autor responsable de la
publicacion. En el siguiente renglén con letra italica Arial del mismo tamafio, se incluira la
direccion postal de la institucion de adscripcion de los autores, asi como el e-mail del autor
corresponsal.

3. Se debera afiadir un Resumen de no mas de 250 palabras en Espafiol y un Abstract en Inglés
de tamafio similar.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base de
datos.
Estas palabras deberan de incluirse en Espafiol y en Inglés (Key words:).

5. Si el texto inicia con el nombre de algin subtema, éste de pondra como primera linea en
cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglon se iniciara el
texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto debera ser escrito con un
interlineado de 1.5 renglones. Se deber& dejar un espacio de un renglén al inicio de una seccién o
subtema nuevo. Los géneros y especies deberan escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberan numerarse con arabigos, correlativamente en orden de apariciéon en el
texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para facilitar el trabajo
de edicion, se recomienda indicar la ubicacion de las mismas en el momento en que son
mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir un breve titulo explicativo en la
parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos, éstas se deberan designar como figuras.
La impresién de las figuras e imagenes se hara en blanco y negro, por lo que se recomienda que
muestren un buen contraste, en especial las figuras con varias lineas. Segun el orden de aparicién
en el texto, las tablas también se numeraran con arabigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluirdn un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser indicadas con
letras mindsculas en superindice. La ubicacién de las tablas ser4 sefialada en el texto pero se
anexaran en hojas separadas después de las Referencias.

7. La informacion dada como referencias bibliograficas deberd permitir a los lectores llegar con
facilidad a tal fuente de informacion original, si ello fuera necesario. En el texto del trabajo, las
referencias se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez et al.
(2003), han demostrado....” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han mostrado...” Si
la cita es es una péagina de Internet, ésta deberd ponerse completa entre paréntesis directamente
en el texto donde se mencione. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de
letra del texto principal (Arial tamafio 10) de acuerdo al siguiente formato:

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1 8
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Pararevistas:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of hemocyanin in
whiteleg shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of catalytic properties, and role in
postmortem melanosis. J. Agric. Food Chem. 56: 6454-6459.

Para libros y capitulos de libros:
(Libro)

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon Scientific
Press, Norwich.

(Capitulo de libro)

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary metabolites. In:
Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology
(EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Para patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the marine
actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Para congresos y reuniones: Se aceptaran un maximo de dos citas de este tipo.

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura del
Complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII Congreso
Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.

Para citas provenientes de internet: Se aceptard un maximo de dos citas de este tipo.

Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening Matrix and
Reference Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en:
http://www.epa.gov/tio/ remed.htm.

Revistas electronicas:

Sun J, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger disclosed by
comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182.
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Para tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacion del uso biotecnologico de la semilla de Ditaxis heterantha para la
Produccion de safranal. Tesis de Maestra en Ciencias Bioquimicas. Universidad Nacional
Auténoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea. Las citas de internet,
congresos y reuniones, deberan evitarse al maximo.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una carta de
cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacion y
difusion de la actividad cientifica y tecnolégica. En ningun caso, dichos derechos afectan la
propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo
con fines no lucrativos.

Los trabajos solamente se reciben via correo electrénico en la direccion smbiotec@yahoo.com.mx
Al momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal, por lo que se pide
incluir una direccién de correo electrénico para este fin, asi como para mantener comunicacién
con el editor sobre la evolucion de la revisién y sobre la aceptacién del mismo.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su correccion. En esta

condicién no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los mismos sin la aprobacién
del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se publicar4 en linea y podra ser
consultado en la pégina de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria AC
http://www.smbb.com.mx/ La publicacién en linea precedera a la publicacién impresa.
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Biologia Sintética: Disefiando Sistemas Bioldgicos con Piezas
Genéticas

Daniel Aguilar-Salvador, Isabel Angeles-Santander, Mauricio A. Trujillo-Roldan,
Norma A. Valdez-Cruz

Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México, A.P. 70228, México D.F.,
C.P. 04510, México * Correspondencia: adrivaldezl @gmail.com

RESUMEN

La biologia sintética es una nueva area de la biologia y la tecnologia que fusiona la biologia
molecular, la ingenieria genética y herramientas computacionales, para crear sistemas biolégicos
con funciones novedosas. Los sistemas creados sintéticamente son ya una realidad, y cada vez
se acumulan mas trabajos alrededor del mundo que muestran su factibilidad. En este campo no
s6lo se hacen pequefias modificaciones en la informacién genética, sino que también se disefian,
manipulan, simulan e introducen circuitos genéticos a los organismos. Con este nuevo enfoque
cientifico, se estan abordando distintos problemas tecnolégicos, como nuevas formas de sintesis y
produccion de biocombustibles, biofarmacos, nanoestructuras, entre otras, permitiendo la
innovacion y desarrollos en la generacién de energia, biomedicina y biologia celular, asi como en
las ciencias de materiales. En este articulo se presenta una breve resefia de interesantes logros
de la biologia sintética. Entre ellos, la manipulacion de E. coli para producir proteinas estables
mediante recombinacién homologa simulando la biosintesis de anticuerpos variables, basadas
estructuralmente en las moléculas DARPinas derivadas de ankirinas, las cuales presentaran
afinidad por diferentes sustratos.
Palabras clave: Biologia sintética, Ingenieria genética, Biopartes, Anticuerpos, DARPinas.

ABSTRACT

Synthetic biology is a new area of biology and technology that fuses molecular biology, genetic
engineering and computational tools, to create biological systems with novel functions. Systems
synthetically created are now a reality, and the accumulation of more works around the world,
shows their feasibility. In this field, not only minor modifications to genetic information in organisms
are made, genetic circuits are designed, manipulated, simulated, built and introduced to whole
organisms. With this new scientific approach, various technological problems are being addressed,
such as new forms of synthesis and production of biofuels, biopharmaceuticals, nanostructures,
among others, allowing innovation and developments in power generation, biomedical and cell

biology as well as in the materials science. This article provides a brief overview of interesting
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achievements of synthetic biology. Among them, the manipulation of E. coli to produce stable

proteins by homologous recombination (mimicking the biosynthesis of antibodies variability), based

on the structure of DARPinas derived from ankyrins, which will have affinity for different substrates.

Keywords: Synthetic biology, Genetic engineering, Biobricks, Antibodies, DARPIns.

LA BIOLOGIA SINTETICA

La promesa de la biologia sintética es
disefiar y construir diferentes sistemas
biolégicos de forma racional conjuntando
piezas de informacién genética, lo que
permitird la modificacién de la vida existente.
Los sistemas que se disefian en biologia
sintética comparten el hecho de no
encontrarse en la naturaleza y de que
algunos de ellos ni siquiera podrian sobrevivir
fuera del laboratorio. Probablemente, en un
futuro cercano, un cientifico de cualquier
parte del mundo podra sentarse ante la
pantalla de su computadora y disefiar seres
vivos en cuestion de dias, o incluso de horas.
Ya sea que desee fabricar farmacos
complejos o combustible para aviones, podra
descargar de una base de datos la
informacion genética necesaria para hacer un
organismo “a la carte”. Como toda promesa,
puede no cumplirse, aunque no parece tan
lejana, pues ya se han construido circuitos
genéticos que producen farmacos complejos
y biocombustibles. Por ejemplo, el Doctor
Jay Keasling de la Universidad de California,
en 2003 disefi6 e introdujo un circuito
genético para producir en la bacteria
Escherichia coli un precursor quimico de la
artemisinina (Martin et al., 2003). Este es un
compuesto que se usa como tratamiento

contra la malaria y que de forma

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1

convencional se extrae de la planta Artemisia
annua. La E. coli fue modificada
genéticamente introduciéndole informacion
genética codificante para enzimas
involucradas en la via metabdlica del
mevalonato de la levadura S. cerevisiae y el
gen codificante para la enzima amorfadieno
sintasa de Artemisia annua (Martin et al.,
2003). De esta manera, se logré producir
amorfa-4,11-dieno (un compuesto a partir
del cual se puede sintetizar la artemisinina)
en E. coli. Posteriormente, en 2006 el
mismo grupo reportd la produccion de acido
artemisinico en S. cerevisiae, otro precursor
de la artemisinina, cuya molécula necesita
menos pasos de maodificacion quimica
comparado con el amorfa-4,11-dieno, para
obtener artemisinina (Ro et al., 2006). Esto
se logré6 mediante la modificacién de la
regulacion de la via del mevalonato y la
introduccién de dos genes de Artemisia
annua en la levadura. Por otro lado, la
empresa LS9, con base en San Francisco,
California reporté la modificacion de E. coli
mediante la incorporacion de un circuito
genético para producir alcanos y alquenos,
principales constituyentes de los
combustibles fésiles (gasolina, diesel y
turbosina), mediante la insercién de la ruta
biosintética de la cianobacteria

Synechococcus elongatus (Schirmer et al.,

12
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2010). La ruta biosintetica incluye dos

enzimas, una reductasa acarreadora de
grupos acilo y una aldehido decarbonilasa,
las cuales convierten los intermediarios del
metabolismo de acidos grasos en alcanos y
alquenos. El hallazgo de dicha ruta, asi como
la posibilidad de ser transferida entre
organismos, permitira la conversion biolégica
de carbohidratos o azucares en combustibles
de bajo costo (Schirmer et al., 2010). En el
2011, todos los genes involucrados en dicha
ruta biosintética fueron construidos en
formato de bioparte para su posterior uso en
otros circuitos genéticos
(http://2011.igem.org/Team:Washington).

La Biologia Sintética, también ha
generado alternativas para la biomedicina,
mediante el disefio y construccion de
diferentes microorganismos para atacar
distintas infecciones virales y microbianas.
Por ejemplo, para enfrentar el problema de
las bacterias patégenas resistentes a
antibiéticos y que forman biopeliculas, se han
modificado virus que infectan a bacterias,
para que eliminen a distintas poblaciones
bacterianas (Lu y Collins 2007, 2009). Por
ejemplo, fago litico T7 fue modificado
genéticamente para producir la enzima
dispersina B, que degrada la matriz
extracelular que mantiene agragadas a las
células, mientras el fago infecta y lisa las
células (Lu y Collins 2007). En otro estudio,
se modific6 genéticamente a la bacteria E.
coli Nissle 1917, para que sintetizara el
autoinductor CAI-1, el cual promueve la

inhibicion de los genes de virulencia de Vibrio
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cholerae. La previa inoculacion de la
bacteria modificada en ratones disminuy6 la
colonizacion de V. cholerae y aumentd 85%
la sobrevivencia de los ratones infectados
(Duan y March 2010).

Algunas de las ideas mas ambiciosas
buscan crear construcciones genéticas que
puedan detectar enfermedades y restauren
las funciones saludables de las propias
células del cuerpo. Un ejemplo de esto es el
trabajo de Kemmer y colaboradores (2010),
quienes disefiaron y probaron en ratones con
expresion deficiente de la ureato-oxidasa
(enzima que degrada el é&cido drico), un
circuito genético codificante para producir
una proteina que “sensa” el acido Urico vy,
cuando hay un exceso, se produce la enzima
ureato-oxidasa. Sin embargo, estos trabajos
con aplicaciones directas en mamiferos aln
son escasos, debido a que la mayoria de las
herramientas para hacer biologia sintética se
han probado en bacterias y levaduras. Por
lo que, se requiere que la biologia sintética
tenga un mayor desarrollo en células de
mamifero, tejidos y en organismos
(Constante et al., 2011).

HERRAMIENTAS DE LA BIOLOGIA
SINTETICA PARA ENSAMBLAR VIDA

La biologia sintética ademas de la
biologia molecular requiere de la informacion
genética y las diferentes técnicas de
ensamblaje sistemético y estandarizado de
distintas secuencias de ADN, para generar
informacién genética nueva. Por esta razon,

una contribucion importante para el progreso
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de la biologia sintética fue el desarrollo de

una base de datos en Internet llamada
“Registry of Standard Biological Parts”
(http://partsregistry.org, 2012), con
informacion genética que a la fecha, incluye
mas de cinco mil biopartes estandarizadas o
“BioBricks”. Cada uno de estas biopartes
consta de una secuencia de ADN con
caracteristicas particulares que permiten
ensamblarlas sisteméaticamente. Casi todas
las biopartes que se encuentran en esta base
de datos fueron desarrolladas por los equipos
de alumnos e investigadores del mundo que
participan en el concurso “International
Genetically Engineered Machine
Competition” (iGEM), en el cual se plantean y
desarrollan proyectos de biologia sintética
(http://www.igem.org, 2012). Las
aplicaciones de los proyectos que han
ganado este concurso incluyen propuestas
en campos tan diversos como la
biotecnologia, la biomedicina, la
nanotecnologia y las ciencias
computacionales (Goodman, 2008).

Hoy en dia se genera una extensa
cantidad de datos gracias a las tecnologias
como gendmica, transcriptdmica, protedmica
y metabolémica que sirven de base para el
desarrollo de nuevos circuitos genéticos
(Nandagopal y Elowitz, 2011). Actualmente,
se hace un gran esfuerzo para construir
numerosos genes en formato de bioparte,
caracterizar la interacciéon de las mismas con
otras moléculas, su regulacion, expresion y
funcionalidad en diferentes organismos. La

mayoria de los proyectos de biologia sintética
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gque se han desarrollado hasta ahora, se
basan en el conocimiento actual del
funcionamiento de los organismos vivos. Sin
embargo, la informacién es numerosa Yy
creciente, por lo que se requiere de
herramientas computacionales y
matematicas para integrar y hacer manejable
esta gran cantidad de informacion, que sean
una base clara para disefiar y construir
sistemas biolégicos artificiales.
Algunas de las herramientas
computacionales ya existentes son “From
Metabolite to Metabolite”
(http://fmm.mbc.nctu.edu.tw/, 2012), con la
gque se pueden disefiar nuevas rutas
metabdlicas, o el “Standard Virtual Biological
Parts”, que contiene una coleccién de
modelos computacionales que ayudan a
predecir el funcionamiento de un circuito
genético, facilitando el disefio de circuitos
genéticos antes de decidir cual construir en el
laboratorio (Cooling et al., 2010). Por otro
lado, aplicaciones como BioJADE, SynBioSS,
GenoCAD vy ClothoCAD buscan conjuntar el
acceso a bhases de datos de biopartes, el
ensamblaje de nuevos circuitos genéticos y
el modelaje matematico y computacional de
los mismos
(http://web.mit.edu/jagoler/wwwi/biojade/,
2012; http://synbioss.sourceforge.net/, 2012;
http://www.genocad.org, 2012;
http://www.clothocad.org/, 2012). Adn con la
ayuda de éste tipo de herramientas, un
circuito optimizado puede no funcionar como
se espera una vez que se construye y se

introduce a un organismo, esto debido a la
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complejidad inherente a todos los sistemas
biolégicos. Una manera de reducir dicha
complejidad seria construir una “célula
minima”, que solo tuviera la informacion
genética necesaria para vivir y reproducirse.
Por ejemplo, Mycoplasma laboratorium fue
creada con éste propdsito, siendo el
organismo con el genoma mas pequefio con
s6lo 382 genes (The J. Craig Venter Institute
et al., 2007).

Después del disefio de los circuitos, hay
que construir una cadena de ADN con la
informacion genética necesaria. Actualmente,
la sintesis comercial de ADN la realizan
compafiias como Blue Heron, Geneart, DNA
2.0 y GenScript, aunque a un precio elevado
en comparacioén con las técnicas estandar de
biologia molecular cuando se quieren
ensamblar cadenas largas de ADN
(amplificacion, restriccién, ligacién, clonacion,
etc.). Para facilitar el ensamblaje se han
propuesto métodos mas eficientes, como el
“Golden-Gate” (Engler et al.,, 2008), el
“ensamblaje Gibson” (Gibson et al., 2009) y
el “DNA assembler” (Shao et al., 2009). Con
esta Ultima técnica, por ejemplo, se ha
logrado el ensamblaje de 8 genes de una via
metabolica, formando una cadena de 19 mil
nucleétidos de ADN en un solo paso; aunque
el record de ensamblaje lo tiene el genoma
sintético de Micoplasma mycoides, de mas
de un millén de pares de bases, el cual fue
ensamblado mediante recombinacion
homdloga, y ademas fue insertado con éxito

en una célula a la que previamente se le
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habia extraido su propio genoma (Gibson et
al., 2010).

Ademas de disefiar informacién genética
nueva, algunos cientificos buscan codificarla
de una manera diferente. Ya se han creado
ARNs de transferencia que pueden
incorporar aminoacidos modificados (Liu et
al., 2007).

sistemas transcripcionales in vitro que usan

También, se han probado

codones de cuatro bases en vez de tres, los
cuales codifican para aminoacidos no
naturales (Taira et al., 2005). EIl principal
potencial de estos trabajos seria la
posibilidad de incorporar aminodcidos con
propiedades quimicas y  estructurales
diferentes a los naturales para construir
proteinas con nuevas propiedades 'y

funciones.

LOS PROBLEMAS DE LA VIDA
SINTETICA®

El Registro de Partes Biologicas
Estandarizadas, al igual que las aplicaciones
computacionales son gratuitas.  Algunos
investigadores opinan que las herramientas
gue permiten hacer biologia sintética
(biopartes, células minimas, técnicas de
laboratorio y programas computacionales)
deberian estar disponibles para cualquiera
que desee wusarlas, y que sélo las
aplicaciones especificas que se desarrollen
deberian patentarse (Erickson et al., 2011).
Uno de los principales problemas con limitar
el uso y distribucién de las biopartes, y de
cualquier herramienta que facilite la tarea de

los bibdlogos sintéticos, es que cada grupo
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tendria que desarrollar sus propias biopartes

y herramientas, lo que se reflejaria en
pérdida de tiempo y recursos (Peccoud et al.,
2011). Un ejemplo de ello es lo que sucede
con varios de los proyectos que se publican
en revistas cientificas, donde soélo se
presentan los datos finales y no las
secuencias de ADN o estrategias que se
utilizaron (Peccoud et al., 2011). Por otro
lado, la convergencia de la biologia sintética
con otros campos de la ciencia, en especial
con las tecnologias de la informacion y la
nanotecnologia, dificulta la toma de
decisiones sobre qué deberia ser patentable
(Parens et al., 2009). Después de todo, a
nivel molecular los sistemas bioldgicos
pueden considerarse como maquinas
moleculares, y la informacion genética
aungue propia de los seres vivos, puede ser
vista como otro tipo de informacion (Parens
et al., 2009).

Otro tema en discusion son los retos de
bioseguridad que plantea el disefio de seres
vivos (Schmidt, 2008; Schmidt et al., 2008;
Schmidt et al., 2009). En todos los paises se
deben discutir y crear los marcos regulatorios
adecuados para que estos nuevos
organismos se construyan con fines
benéficos, tomando todas las medidas
precautorias (Schmidt et al.,, 2008). Es por
esto que tanto la comunidad cientifica como
el publico en general, necesitan entender el
potencial y los limites de la biologia sintética
para aprovechar al maximo esta nueva
disciplina. Con las aplicaciones que se

desarrollen se mejoraran las expectativas de

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1

vida, la sobrevida ante diferentes
enfermedades y padecimientos. Y no sélo
eso, también se encontrardn nuevas
maneras de producir energias renovables y
alimentos para nuestro mundo en
crecimiento, asi como nuevos materiales que

impactaran en la vida que conocemos.

EL DISENO DE UN SISTEMA BIOLOGICO
SIMULADOR DE RECOMBINACION
HOMOLOGA

Simular en bacterias (como en E. coli) la
recombinacion somatica que sucede durante
la generacion de anticuerpos en la
maduracion de linfocitos es un ejemplo claro
de lo que se puede lograr con Biologia
Sintética. Es asi como en nuestro grupo de
investigaciéon se ha logrado el ensamblaje de
las secuencias nucleotidicas que tienen la
informacion  codificante  para  generar
mediante recombinacion proteinas basadas
en la estructura de DARPinas. Las
DARPinas son proteinas muy estables con
estructura alfa enlazadas por “loops” de
forma repetida (Stumpp et al., 2008). Las
DARPinas se derivan de repeticiones de
ankirinas, que son una familia de proteinas
de unién que se encuentran en mamiferos y
particularmente en humanos (Lander et al.,
2001). Estas proteinas tienen por funcion
bioldgica la unién a distintos blancos, debido
a que poseen una superficie que interactia
con diferentes moléculas, ademas de que la
repeticion de los médulos que las conforman
las hacen versatiles, variadas y diferentes en

tamafio, sin que se altere su estructura
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béasica (Forrer et al., 2004). A partir de las
repeticiones de ankirinas, se han disefiado
moléculas alternativas de reconocimiento por
antigenos, entre ellas librerias de moédulos de
DARPinas (Forrer et al.,, 2004). De los
diferentes mobdulos obtenidos, se han
construido proteinas con alta estabilidad,
solubilidad y semejanza con la proteina de
unién GA humana (Uniprot ID QO06547)
(Stumpp et al., 2008).
DARPiInas

pequefas, de aproximadamente una décima

Ademas, las
obtenidas son  moléculas
parte de un anticuerpo IgG convencional.
Debido a sus propiedades, las DARPinas
pueden ser usadas como andamiaje para el
disefio de proteinas de reconocimiento de
diferentes blancos, para su uso en

biomedicina e investigacion basica. Lo

anterior sustenta que en nuestro grupo
estemos construyendo una  secuencia
sintética de ADN codificante para DARPinas,
las cuales presentaran dominios conservados
y distintos fragmentos variables que se
introducirdn mediante recombinacion usando
el sistema CRE/lox. El sistema sintético sera
incorporado en la Bacteria E. coli, para que
produzca hasta 18 DARPinas diferentes.
Usando los elementos estructurales de las
DARPinas y los posibles cambios en
diferentes aminoacidos que introducira la
recombinacion, se realiz6 una prediccion
estructural in silico de las posibles 18
combinaciones esperadas (Fig. 1). Los
modelos mostraron que no se alterara la
estructura bésica que le confiere estabilidad

a las DARPinas (Fig. 1). De ser exitoso,

Fig. 1. Comparacion estructural entre la DARPina consenso con PDB ID 2QYJ (anaranjado), y la

prediccién estructural de una de las proteinas producto del sistema de recombinacién propuesto

por nuestro grupo (rojo), usando el software I-TASSER (Ambrish et al., 2010).

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1
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este mecanismo de recombinacién en la

bacteria, podria convertirse en el primer paso
para desarrollar un método alternativo de
producciéon de moléculas variables analogas
a los anticuerpos monoclonales, con las
ventajas estructurales de las DARPinas. Las
DARPinas resultantes posteriormente deben
ser caracterizadas y enfrentadas con
distintos blancos para encontrar sus
antigenos. Hasta ahora, este trabajo es de
Ciencia Basica, y una vez que el sistema
sintético sea funcional se pueden introducir
de forma racional elementos de
reconocimiento  especifico al andamiaje

disefiado en este trabajo.

CONCLUSIONES

La Biologia sintética aun esta en sus
inicios, sin embargo diversos trabajos
muestran un claro desarrollo en la
generacion de nuevas terapias médicas, la
obtencién de biocombustibles y la produccion
de materiales novedosos. La identificacion
de conexiones entre las vias metabdlicas,
regulatorias, y de respuesta de las células,
permitird la construccién de cirucitos
genéticos, cada vez mas complejos. De ahi
que el desarrollo de nuevas herramientas
computacionales sea necesario para
identificar nuevos componentes que predigan
el comportamiento de los sistemas sintéticos
disefiados.

Los ejemplos presentados en este escrito
dan una vision del potencial de la biologia
sintética. Particularmente, el  modelo

bacteriano disefiado en nuestro grupo del
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proceso de recombinacion somatica, propia
de células de nuestro sistema inmune, podria
servir como un sistema alternativo para la
produccion de moléculas analogas a los
anticuerpos.

Aunque los desarrollos de la biologia
sintética tienen problemas de tipo técnico,
practico, legal y ético, que tendran que ser
solucionados, la biologia sintética seguira
creciendo con la incorporacion de mas
disiplinas al campo, y sera una de las
principales herramientas para entender,

disefiar y crear nuevos sistemas biolégicos.
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RESUMEN

En este trabajo se hace un recuento de los tipos de sistemas industriales en donde
intervienen enzimas. Estos sistemas pueden ser medios acuosos los cuales se dividen en: a)
Agua + solvente miscible en agua, b) Agua + solvente inmiscible en agua, y ¢) medios
anhidros. Se presentan ventajas y desventajas de usar solventes en procesos que tienen como
catalizadores a enzimas. Se aborda el papel del agua en estos sistemas y el de los solventes y

su efecto en la actividad de las enzimas. También se hace un listado de las enzimas usadas

en estos sistemas y algunas caracteristicas, enfocandose principalmente a lipasas.

Palabras clave: Bioprocesos, enzimas, medios no acuosos

ABSTRACT

This work emphasizes industrial process based on enzymes as catalyst in non-aqueous

media. These systems are classified as water-water miscible solvents, water-water immiscible

solvents and anhydrous medium. Advantages and disadvantages are discussed, also the role of

water and solvents in the enzyme activity. A list of enzymes used in the industry with their

characteristics is presented focusing on lipases and examples of companies that use enzymes

and organic solvents.

Keywords: Bioprocess, enzymes, non-aqueous media.

INTRODUCCION

La creciente necesidad de enzimas
resistentes a las condiciones de trabajo de
algunos  procesos industriales  hace
indispensable la busqueda de enzimas
resistentes a altas temperaturas por largos
periodos de tiempo. Algunos solventes
organicos han sido usados en diferentes
campos de la biotecnologia como
complemento en procesos en donde

intervienen células y enzimas, sin embargo

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1

al estar en contacto las células con los
solventes orgéanicos, es posible que se dé
un efecto negativo en la célula (toxicidad) o
en la enzima (desnaturalizacion) (Yeom &
Daugulis, 1999). El objetivo de este trabajo
es mostrar un nuevo panorama sobre el
uso de enzimas en medios no acuosos,
tipos de medios no acuosos, sus ventajas y
desventajas y explicar el efecto de algunos
enzimas

solventes organicos en

hidroliticas.
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USO DE ENZIMAS EN LA INDUSTRIA

Los procesos biocataliticos difieren de
los procesos quimicos convencionales
dadas las caracteristicas del catalizador
como parametros cinéticos, estabilidad de
la proteina bajo las condiciones del
proceso, si la enzima esta aislada o forma
parte del metabolismo de una célula,
crecimiento celular, induccibn de Ila
actividad enzimatica y/o el uso de rutas
metabdlicas para reacciones multiples
(Schmid et al., 2001). EI que un proceso
sea sustentable implica una reduccién en
los costos de energia y materia prima,
disminucién de desechos, estabilidad y
seguridad del proceso y calidad del
producto. Algunas compafiias han optado
por usar enzimas, obteniendo un mayor
rendimiento, reduccion de materia prima,
disminucién de desechos y aumento en la
calidad del producto (Schmid et al., 2002).
La primera aplicacion de enzimas en

procesos industriales fue en la elaboracién

Recuperacion
del producto

Aplicacion

Proceso

Economia

de detergentes en 1930, basandose en una
patente de Otto R6hm, la cual describia el
uso de enzimas pancredticas en
detergentes (Damhus et al., 2008). La
mayoria de los bioprocesos utilizan
enzimas hidrolitcas o se basan en
fermentacion. Las condiciones de reaccion
para los bioprocesos generalmente estan
basadas en parametros interdependientes,
por lo tanto una descripcién matematica del
proceso es esencial para su optimizacion.
El desarrollo de un bioproceso requiere de
diferentes pasos: a) ldentificar una reaccién
especifica para escalarla y que sea
costeable, b) Encontrar un biocatalizador
gue pueda catalizar la reaccién deseada, c)
Caracterizar el biocatalizador bajo las
condiciones de trabajo del bioproceso
(medio acuoso 0 mezcla agua-solvente), d)
Aplicaciéon, ya sea por inmovilizaciéon o
sistemas mudltiples, e) Recuperacién del

producto, (Figura 1).

| _Productos |

Seleccion del
biocatalizador

Caracterizacién
del
biocatalizador

Fig. 1. Desarrollo de un proceso de biocatalisis (Modificado de Schmid et al., 2000).

BIOPROCESOS QUE
SOLVENTES ORGANICOS

Panke y colaboradores (2002) disefiaron

UTILIZAN

un reactor en escala piloto para
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epoxidacion enantioselectiva de estireno en
presencia de dioctil ftalato (50% v/v),
obteniendo 307 gramos de 6xido de (S)-

estireno por destilacion. A nivel industrial, la
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compafiia DSM utiliza medios no acuosos
(2R,3S)-3-(p-metoxyfenil)

glicidil metil ester a partir de una mezcla

para producir

racémica de trans-3-(p-metoxyfenil) glicidil
metil ester utilizando lipasas, produciendo
100 toneladas al afio (Kierkels & Peeters,
1994). A

mecanismos no estan claros sobre el

pesar de que algunos

efecto de solventes en catalisis, a
continuacion se presentan algunas bases
para explicar estos fendmenos.

En general las enzimas funcionan en
soluciones acuosas, por lo que los estudios
sobre sistemas enziméticos son en este
tipo de soluciones, sin embargo, desde un
punto de vista biotecnologico, el usar
enzimas en solventes orgénicos en lugar
de agua tiene ventajas, como la alta
solubilidad de compuestos organicos en

medios no acuosos, la habilidad de llevar a

cabo reacciones imposibles en agua por
restricciones cinéticas o termodinamicas,
estabilidad de la enzima, recuperacién
eficiente del producto y la insolubilidad de
las enzimas en medios organicos, lo que
permite su recuperacion y reaso, con lo
cual se excluye la inmovilizacion de
enzimas (Zaks y Klibanov, 1985). Un
modelo de estudio ideal para reacciones
enzimaticas en solventes organicos debe
satisfacer los siguientes criterios (Zaks y
Klibanov, 1985): (a) La enzima debe estar
disponible y debe ser costeable, (b) La
enzima debe trabajar en ausencia de un
cofactor,

ya que la mayoria de los

cofactores son insolubles en solventes
organicos, (c) Los sustratos deben ser
solubles en solventes organicos, (d) El
agua no debe participar en la catalisis

(Tabla 1).

Tabla 1. Ventajas y desventajas de usar solventes organicos en reacciones enzimaticas.

Ventajas Desventajas
Se incrementa la solubilidad de sustratos Algunas enzimas pueden perder actividad
hidrofébicos biolégica

Pueden producirse reacciones quimicas que
no son posibles en soluciones acuosas

Se limita la transferencia de masas usando
solventes viscosos

El equilibrio termodinadmico se ve favorecido a
reacciones de sintesis

En procesos en donde se requieren
reacciones de condensacion, se necesita un
control de la actividad de agua

En medios no acuosos algunas enzimas
pueden presentar especificidad solo por
alguna region del sustrato o distinguir entre
enantiémeros

Las enzimas pueden recuperarse y reusarse
sin tener que inmovilizarlas

Se incrementan los rendimientos de
separacion de los productos

Algunas enzimas son termoestables en
sistemas anhidros.

Se eliminan los riesgos de contaminacion
microbiana

Las reacciones enzimaticas en
solventes organicos proveen ventajas a la
industria, ya que incrementan la solubilidad

de sustratos no polares, se pueden revertir
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las condiciones termodinamicas de
equilibrio en reacciones de hidrélisis, se
elimina la

posibilidad de  producir

reacciones alternas al igual que reacciones
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que dependen de la cantidad de agua

disponible en el medio, se puede también
alterar la especificidad por el sustrato y la
enantioselectividad, y se elimina la
contaminacion microbiana. Sin embargo, la
aplicacion de enzimas en solventes
organicos es restringida ya que muchas de
las enzimas son menos activas y estables
en presencia de solventes. Por lo tanto, se
han desarrollado varios métodos para
mantener 0 aumentar la actividad vy
estabilidad de las enzimas en presencia de
solventes organicos para uso industrial.
Estos métodos incluyen la inmovilizacion
de enzimas en soportes, la maodificacién
quimica de las enzimas, modificaciones
fisicas con lipidos o surfactantes, la
inclusion de enzimas en micelas e
ingenieria molecular. Algunas enzimas, de
manera natural, son tolerantes a medios
organicos, las cuales son las mejores
candidatas para aplicaciones
biotecnolégicas ya que no se requiere
modificar la enzima. La investigacion
dedicada a este tema durante los ultimos
10 aflos ha sido a buscar enzimas de
origen microbiano resistentes a solventes

organicos.

Clasificacion de los sistemas que usan
solventes organicos

Dependiendo de la miscibilidad del
solvente en el agua y la relacion de éstos
en el medio, se pueden encontrar tres tipos
de sistemas:

1) Co-solvente organico. En este tipo
de mezclas, el solvente usado es miscible
en agua. Estos sistemas tienen la funcién
de incrementar la solubilidad de los

compuestos hidrofébicos y reduciendo las
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limitaciones de transferencia de masa,
teniendo como consecuencia mayor
eficiencia catalitica. Este sistema tiene la
ventaja de que modifica el equilibrio
termodindmico a favor de reacciones de
sintesis.

2) Bifasico o sistema de dos fases. El
sistema esta compuesto por dos fases, una
fase acuosa que contiene a la enzima
disuelta y otra fase compuesta por un
solvente inmiscible en agua. Entre la fase
acuosa y la fase organica se forma una
interface. El sustrato (hidrofébico) se
encuentra en la parte organica. El producto
presenta caracteristicas hidrofébicas por lo
cual puede extraerse de la fase organica.

3) Mezclas anhidridas. Las enzimas
en forma nativa son insolubles en solventes
organicos, por lo tanto, en este tipo de
sistemas, la liofilizacion, la inmovilizacion y
la modificaciéon con compuestos anfipaticos
son opciones para solubilizar enzimas. La
liofilizacibn puede causar dafios en la
estructura de las proteinas por lo que la
coliofilizacion con aditivos como algunos
carbohidratos, polimeros y algunas sales
previenen estos dafios. La enzima
proveniente de una solucién acuosa con
condiciones éptimas, presentan las mismas
caracteristicas cataliticas al liofilizarlas o
precipitarlas, este fendmeno es llamado
“‘Memoria al pH”. En estos sistemas, las
enzimas liofilizadas exhiben alta
termoestabilidad, pero menor actividad que
en sistemas acuosos. La actividad de agua
es importante para la actividad enzimatica.
Como regla general, se sabe que en
solventes  hidrofobicos, las enzimas
muestran mayor actividad, comparando con

enzimas en solventes hidrofilicos. La
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movilidad conformacional de las enzimas

es restringida en sistemas con poco agua.
Esto lleva a que las enzimas presenten
especificidades por sustrato Unicas. En
este tipo de sistemas, las reacciones mas
comunes son transesterificacion de ésteres
y sintesis de péptidos (Doukyo & Ogino,
2010).

Inactivacion de enzimas en solventes
organicos

En general, el plegamiento de la
estructura terciaria de las proteinas en
medios acuosos da como resultado que los
grupos polares en el exterior de la molécula
interaccionen con el medio y los grupos no
polares a formar una coraza hidrof6bica al
interior de la proteina. La estructura de la
proteina se mantiene gracias al balance de
las interacciones hidrofdbicas,
interacciones electroestaticas, fuerzas de
Van der Waals y puentes de hidrégeno. La
desnaturalizacion de las proteinas se da
cuando el equilibrio de las interacciones se
rompe. En medios orgénicos, la pérdida de
actividad  enziméatica se debe al
rompimiento de la coraza hidrofobica
dentro de la proteina. Los solventes polares
pueden penetrar dentro de la proteina e
inducir algunos cambios estructurales a
diferencia de los solventes no polares.

La flexibilidad conformacional de las
proteinas es crucial para mantener la
actividad biologica de las proteinas. Las
enzimas requieren de ciertas moléculas de
agua unidas a la superficie de la estructura
para funcionar. Como ya se menciono
anteriormente, en medios anhidros, la
actividad decrece considerablemente, sin

embargo, se ha comprobado que
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afadiendo una cantidad minima de agua,
puede conservarse la actividad (Klibanov
2001).

Estabilizacion  termodinamica de los
sistemas de fransicibon en solventes
organicos

Muchas enzimas tienen sitios activos
hidrofobicos, teniendo un incentivo
energético para que los sustratos
hidrofébicos desplacen el agua cercana al
sitio activo. Cuando el agua es
reemplazada con solventes organicos, se
estabilizan los estados de transicion de los
sustratos. El  alterar el equilibrio
termodindmico puede resultar en un
decremento de la actividad enzimética. En
1998, Torres y colaboradores propusieron
un modelo para evaluar el efecto de los
solventes en la actividad, ya que el
coeficiente de particion no se puede aplicar
a solventes miscibles en agua. La
hidrofobicidad (H) se considera como el
coeficiente de particion del sustrato en el
sitio activo de la enzima y en el medio no
acuoso. Al incrementar la hidrofobicidad del
solvente, el sustrato se desplaza del sitio
activo al medio no acuosos, observando un
decremento en la actividad catalitica. Este
parametro de hidrofobicidad correlaciona la
actividad termodinamica del solvente
organico en la mezcla de reaccién y es
inversamente proporcional a la polaridad
del solvente. Ng y Tsai (2005) estudiaron
las propiedades de una lipasa de papaya
para sintetizar farmacos, especialmente el
naproxeno y al hacer wun analisis
termodindmico encontraron diferencias en
las energias de activacion para la

discriminacién de enantiomeros, también
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encontraron una compensaci(’)n entre

entalpia-entropia y lo atribuyen a Ila
similitud de cadena de acilo de los

sustratos.

Correlacién entre la actividad enzimatica y
la naturaleza de los solventes organicos
Muchos investigadores han intentado
correlacionar la actividad enzimética y el
efecto de los solventes en ésta. Laane y
colaboradores (1987) han relacionado
diferentes parametros, como contante
dieléctrica, momento dipolar y coeficiente
de particion. El coeficiente de particion es
el parametro mas usado para tratar de
relacionar los efectos de los solventes en la
actividad enzimética, sin embargo, los
solventes so6lo se pueden relacionar si
pertenecen al mismo grupo funcional, por

ejemplo alcoholes y polioles.

Biocatalisis en solventes organicos

Existen pruebas de que las enzimas en
medios orgénicos pueden tener actividad
catalitica. En algunos casos se ha
reportado que la actividad catalitica
disminuye en diversos O6rdenes de
magnitud cuando se exponen a medios
organicos por lo cual hay que tener cuidado
al  momento de  seleccionar los
componentes de la mezcla de reaccién
(solventes, pH, concentracién de iones y
agua) para buscar una mayor actividad
enzimatica. Se sabe que el mecanismo de
catalisis en medios organicos para las
quimotripsinas se ve afectado con
solventes miscibles en agua, Belyaeva y
colaboradores en el 2002 encontraron que

el dimetil sulféxido y el etanol interactdan
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con el sitio activo y propusieron cambios
conformacionales en la proteina, formando
“‘isémeros conformacionales” encontrando
dos procesos paralelos: aceleracion en las
tasas de formacién del compuesto enzima-
sustrato y disminucién de la tasa de
deacilacion (Figura 2). Para explicar este
tipo de fendémeno se ha recurrido al
concepto de barrido de puentes de
hidrégeno, en donde la formacién de un
puente de hidrégeno entre Asp102 y His57
del sitio activo, tiene como consecuencia la
alcalinidad del residuo His57 y su habilidad
para atraer mas protones del residuo
Serl95, facilitando el ataque nucleofilico al
grupo carbonilo del sustrato y la formacién
del intermediario tetraédrico. La formacién
del puente de hidrégeno entre Aspl02 y
His57 decrece la energia de activacion
para el sustrato se convierta en el
intermediario  tetraédrico. También se
propuso en este trabajo que los solventes
organicos tienen un efecto de compresion
estérica entre el sitio activo y el sustrato
para formar este puente de hidrégeno y asi
aumentar la afinidad por el sustrato, y que
el etanol actiia como agente nucleofilico en

la hidrélisis de la enzima acilada.

Efecto del agua en las reacciones de
biocatdlisis

Cuando se habla de reacciones en
medios no acuosos, se debe entender que
la mayor parte del medio que rodea a la
enzima es no acuoso, ya que una enzima
dentro de su estructura contiene moléculas
de agua que permanecen unidas a esta a
pesar de tratamientos térmicos extremos.

Una manera de cuantificar el agua en una
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Ks

E+S

k, ks
ES —< EA —E+P,

Fig. 2. Representacion de la reaccion de catalisis de a-quimotripsina en presencia de solventes

organicos. E (Enzima), S (Sustrato: N-acetil-L- tirosina p-nitroanilina), ES (Complejo enzima-

sustrato), EA (Enzima acilada), P1 (Producto de la incubacién de la enzima con etanol: p-

nitroanilina), P2 (Producto de la enzima en medio acuoso: N-acetil-L-tirosina).

reaccion es usar concentracion de ésta en
molaridad o por porcentaje en peso 0 en
volumen, sin embargo las propiedades
cataliticas de una enzima son las mas
influenciadas por la cantidad de agua unida
a la enzima que por la cantidad de agua en
el medio; desafortunadamente la medicién
de la cantidad de agua enlazada a una
enzima puede ser un reto. Se acepta el
concepto de actividad de agua para poder
cuantificar el agua presente en el sistema
(Drauz & Waldmann, 2002).

Control de la actividad de agua usando
soluciones salinas saturadas

Una manera de controlar la actividad de
agua a nivel laboratorio es la de equilibrar
el medio con soluciones salinas saturadas.
Esto se basa en que la solubilidad de una
sal en agua tiene un valor determinado a
una temperatura determinada, podra
equilibrar el contenido de agua en una
solucién de menor saturacion. La tabla 2
presenta el efecto de algunas sales en la
actividad de agua (Carrera & Riva, 2008).

Tabla 2. Soluciones saturadas para controlar la actividad de agua. Los valores presentados se

dan para trabajar a una temperatura de 25 °C.

Sal

Actividad

de agua

LiCl

0.113

MgCl,

0.225

Acetato de potasio

0.328

K,CO3

0.432

Mg(NOs),

0.529

SrCl,

0.708

KCl

0.843

KNO;

0.936

K2SO,

0.973

Lipasas como biocatalizadores
Las lipasas (EC 3.1.1.3; triacilglicerol

acilhidrolasas) son un grupo versatil de
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biocatalizadores. Constituyen un grupo de
enzimas que catalizan la hidrélisis y

sintesis de acilglicéridos de cadena larga
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cuando se da una interface entre los lipidos

y el agua, fenomeno llamado activacion
interfacial (Kourist et al. 2010). La
aplicacién de lipasas en la industria ha sido
destinada a la produccion de detergentes,
alimentos y saborizantes, farmacos,
ésteres, agroquimicos, cosméticos Yy
perfumeria (Hasan et al. 2006). Sin
embargo, la creciente necesidad de
enzimas resistentes a las condiciones de
trabajo de algunos procesos industriales
hace indispensable la busqueda de
enzimas termoresistentes. Se ha visto que
el proceso de desnaturalizacién de algunas
enzimas en presencia de solventes
disminuye dependiendo del solvente usado
y de la actividad de agua (Ahmed et al.
2009, Mansfeld & Ulbrich-Hofmann 2007,
Royter et al. 2009, Sekhon et al. 2005).

Al contrario de las carboxil-esterasas
(EC 3.1.1.1), la catalisis ocurre cuando se
da una interface entre los lipidos y el agua,
y se ha demostrado que la mayoria de las
lipasas presentan un fendmeno llamado
activacion interfacial, lo que significa que
una actividad catalitica alta solo se
observard en presencia de una fase
hidrofébica (triacilglicéridos dispersos en
agua 0 en solventes orgénicos). Este
fendbmeno estd relacionado con la
presencia de un oligopéptido hidrofébico
llamado “lid” o “flat” cubriendo la entrada al
sitio activo. En presencia de un ambiente
hidrofébico, este oligopéptido o “lid” se
desplaza y el sustrato puede entrar al sitio
de enlace. Existen lipasas que no necesitan
de activacién interfacial como las de
Pseudomonas glumae, Pseudomonas

aeruginosa y Candida antartica B, pero
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todas estas tienen una pequena “lid”
(Kourist et al. 2010).

Un ejemplo sobre el efecto de los solventes
en la actividad de lipasas es que pueden
distinguir entre enantiémeros, en el 2000,
Overbeeke y Heijen estudiaron el efecto de
la acetona y una mezcla de octano-
ciclohexano para reacciones de hidrdlisis y
esterificacion afiadiendo un exceso de
enantibmeros sustrato y de productos la
ecuacion de la figura 3 en donde
determinaron los excesos de enantidmeros
representando como ees y ee,. Encontraron
gue la composicion de los solventes afecta
a la enatioselectividad, aumentando este
valor hasta en 50%. En el 2003, Ghanem
estudio el efecto ciclodextrinas y solventes
organicos en la capacidad de
tranesterificacion de lipasas y encontré que
la tasa de enantioselectividad también
aumentaba. La estrategia que siguié fue
liofilizar una lipasa con ciclodextrinas y
encontré que la lipasa podia catalizar la
transesterificacion  del-(2-furil)-etanol en
tolueno. A nivel industrial, las lipasas se
utilizan para la producciéon de alcoholes
enantiopuros a partir de mezclas
racémicas, por la compafiia BASF (Schofer
et al. 2001).

Efecto de solventes organicos en enzimas
La aplicacion de enzimas en solventes
organicos es restringida ya que muchas de
las enzimas son menos estables en
presencia de solventes por lo que se han
desarrollado meétodos para mantener o
aumentar la actividad y estabilidad de las

enzimas para uso industrial. Estos métodos
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1+ ¢/

I+ ee,

7
ee,

Fig. 3. Ecuacion para estudiar la capacidad de enantioselectividad en enzimas en donde se

relacionan constantes de especificidad para dos enantiomeros, ya sea del sustrato o del

producto y la velocidad de reaccién para cada enantiomero.

incluyen la inmovilizacién de enzimas en
soportes, maodificacion quimica de las
enzimas, modificaciones fisicas con lipidos
o0 surfactantes, encapsulamiento de
enzimas en micelas e ingenieria molecular.
Algunas enzimas, de manera natural, son
tolerantes a medios organicos, las cuales
son las mejores candidatas para
aplicaciones biotecnoldgicas ya que no se
requiere modificar la enzima (Okamoto &
Ueji 2000).

En general, lipasas microbianas
aumentan su actividad catalitica en
solventes con Log P igual o mayor a 2,y a
valores menores a 2, la actvidad
enzimética disminuye considerablemente
(Laane et al. 1987). El amplio uso de
enzimas en procesos industriales ha
creado la necesidad de identificar nuevas
fuentes de enzimas de bajo costo. El
potencial uso de enzimas de peces y otros
organismos marinos como fuentes de
lipasas sigue en investigacion. Se tienen
reportes de lipasas que mantienen su
actividad catalitica en concentraciones
mayores a 40% de solventes polares
(Kurtovic et al. 2010, Maytorena 2011).

Una enzima en su forma nativa presenta
una estructura tridimensional con
geometrias precisas para poder
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transformar moléculas con exquisita
fidelidad y selectividad en soluciones
acuosas (Serdakowski & Dordick, 2007).
En medios no acuosos, las enzimas
pueden presentar diferentes efectos como
la separacion de las diferentes moléculas
de enzimas, esto se refiere a que en
conformacion nativa el balance de Ila
estructura  proteica esta dado por
interacciones no covalentes, como puentes
de hidrégeno, interacciones idnicas,
fuerzas de Van der Waals e interacciones
hidrofébicas. El agua es un requisito para
que se den estas interacciones. En
presencia de solventes organicos, estas
interacciones se rompen, teniendo como
consecuencia el desplegamiento de la
estructura de la proteina. Como
caracteristica de los solventes organicos
polares, éstos pueden penetrar dentro de la
estructura proteica, siendo capaces de
inducir cambios en las estructuras
secundaria y terciaria. En enzimas con
estados de transicion altamente polares, la
interaccion con solventes organicos reduce
la polaridad del sitio activo desestabilizando
los estados de transicion polares en la
catalisis (Serdakowski & Dordick, 2007). En
la figura 4 se presenta un modelo de

interaccién del agua (esferas azules) y del
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octano (esferas rojas) en el sitio activo de

subtilisina haciendo una modelacién de
desplazamiento de moléculas de agua por
parte de las moléculas de octano. En la
tabla 3 se presentan algunos solventes
usados en la industria y algunas
caracteristicas. El término coeficiente de
particion es la raz6n entre las
concentraciones de esa sustancia en las
dos fases de la mezcla formada por dos
disolventes inmiscibles en equilibrio.
Constante dieléctrica se refiere a la medida
de las propiedades de un solvente para
mantener cargas opuestas separadas. El
pardmetro de Reichardt-Dimroth es una
medida de la polaridad ionizante (pérdida

de la polaridad) de un disolvente basado en

la longitud de onda maxima de la banda de

absorcién de mayor longitud de onda

maxima de la banda de absorcién de mayor
longitud de onda de wun disolvente
determinado. El parametro de solubilidad
de Hildebrand se define como la suma de
todas las  fuerzas de  atraccion
intermoleculares de una sustancia (Costa

2005).

Uso de solventes en sintesis

Las proteasas de origen microbiano
pueden funcionar como catalizadores en
medios con solventes organicos con lo cual
se pueden ofrecen nuevas posibilidades a
la industria, ya que puede darse un cambio
en el equilibrio termodindmico a favor de la
sintesis, incrementando la solubilidad de
los sustratos hidrofébicos, puede
controlarse la especificidad con el uso de

solventes y también puede aumentar la

Fig. 4. Representacion de la interaccién de un solvente organico en el sitio activo de una
enzima dependiendo de la polaridad del solvente (Serdakowski & Dordick, 2007). Las esferas
azules representan a moléculas de agua y las esferas rojas representan a moléculas de
solvente organico. Las esferas de mayor volumen simulan una mayor densidad de agua o
solvente segun sea el caso. Los aminoacidos del sitio activo estan representados en barras
(Asp32, Hisb4 y Ser 121). La figura 4a muestra la interaccion de subtilisina en agua. Cuando la
enzima esta en contacto con octano, el agua dificilmente puede interactuar con el sitio activo
(Fig. 4b). Sin embargo, cuando la enzima esta en contacto con un solvente relativamente polar

(tetrahidrofurano), el solvente si puede interactuar con esa &rea de la proteina (Fig. 4c).
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Tabla 3. Solventes usados en la industria y parametros de solubilidad. Log P: Coeficiente de

particion entre octanol y agua. €: Constante dieléctrica. ET: Parametro de polaridad empirica de

Reichardt- Dimroth. HS: Parametro de solubilidad de Hildebrand. Sw/o: Solubilidad del agua en

el solvente. So/w: Solubilidad del solvente en agua (Carrea & Riva, 2008).

Solvente LogP | € ET HS Sw/o Solw
DMF -1.01 | 36.71 0.404 20.3 100

Metanol -0.77 | 32.66 0.762 29.7 100 100
Etanol -0.31 | 2455 0.654 26.1 | 100 100
1,4-Dioxano -0.27 | 2.21 0.164 20.7 100 100
Acetona -0.24 | 20.56 0.355 20.5 100 100
2-Butanona 0.29 18.51 0.327 19 10 24
Piridina 0.65 12.91 0.302 21.7 100 100
Acetato de etilo 0.73 6.02 0.228 186 |2.94 8.08
1-Butanol 0.88 17.51 0.506 23.7 20.5 7.45
Eter dietilico 0.89 4.2 0.117 15.1 1.47 6.04
Diisopropil éter 1.52 3.88 0.102 144 | 0.57 1.2
Acetato de butilo 1.7 5.01 17.4 1.2 0.68
Benceno 2.13 2.27 0.111 18.7 | 0.0635 0.179
1,1,1-Tricloroetano 2.49 7.25 0.17 17.4 | 0.034 0.132
Tolueno 2.73 | 2.38 0.099 18.2 | 0.0334 0.0515
Hexano 3.98 1.88 0.009 14.9 0.0111 0.00123
Heptano 4.57 1.92 0.012 15.2 | 0.0091 0.000357

termoestabilidad de las enzimas (Rahman,
2007). En 1996, Cerovsky y Jakubke
estudiaron la especificidad nucleofilica de
la subtilopeptidasa A, y encontraron que no
es una opcién viable para sintesis de
péptidos en medios acuosos, pero
explicaron las bases moleculares porque si
es una buena opcién en medios organicos.
Investigaron las constantes de particion de
la subtilisina acilada en agua y en 10% de

acetonitrilo, y una serie de derivados de
aminoacidos teniendo glicina como
Los autores calcularon las
de
siguiente esquema (Figura 5) y la ecuacion

(d[P2)/dt)/(d[P3]/dt= p/[N], en donde [N]

nucledfilos.

constantes particion  siguiendo el

equivale a la concentracion del nucledfilo y
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p la constante de particion. Los autores
concluyeron que los solventes orgénicos
bajo condiciones alcalinas, los amino de los
nucledfilos se encuentran desprotonados,
siendo esto un requisito para que los
nucledfilos participen en la transferencia de
acilos. También se encontr6 que se
necesitan residuos de glicina continuos u
otros residuos hidrofilicos pequefios para
gue puedan participar en la reaccion y se
existen interacciones

dedujo que

electroestaticas  entre  los  residuos
cargados negativamente de la enzima y los
del

sustrato, concluyendo que los péptidos

residuos cargados positivamente

(sustratos) con  residuos  hidrofilicos

alrededor de glicina en suspensiones
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caracteristicas

organicas presentan
nucleofilicas al contrario de aminoéacidos
alifaticos y aromaticos alrededor de glicina.
En la tabla 4 se presenta un listado de las

enzimas mas usadas en reacciones de

E+8=>ES-2. ga
TR

Y

EAN

sintesis en medios organicos, en la
columna 1 se enlistan las enzimas que no
necesitan cofactores y en la columna 2 las
enzimas que requieren cofactor y qué tipo
de cofactor (Carrea & Riva 2008).

K3

P, +E

Kk
N'KN/
K, Kpy

EP,

3

P

+E

-4

Fig. 5. Reaccion de catdlisis en la transferencia de acilo. E (Enzima), S (Ester donador de

acilo; componente carboxilo), N (nucledfilo; componente amino), P1 (Grupo saliente del

compuesto éster), P2 (Producto de hidrélisis), P3 (Péptido producto), EA (Enzima acilada), EAN

(Complejo nucledfilo-enzima, acilo). (Cerovsky y Jakubke 1996).

Tabla 4. Enzimas comUnmente usadas en sintesis en medios organicos (Carrea & Riva, 2008).

No requieren cofactores

Requieren de cofactores

Esterasas

Lipasas

Amilasas

Fosfolipasas

Epoxido hidrasas
Nucleétido fosfoliasa
SAM sintetasa
Glucosa isomerasa
Aspartasa
Fenilalanina amonia liasa
Fumarasa
Cianohidrina sintetasa

Quinasas —ATP
Oxidoreductasas —NAD(P)(H)
Metiltransferasas — SAM
Enzimas que dependen de CoA
Sufuriliasas - PAPS

Enzimas inmovilizadas

La inmovilizacion de biocatalizadores
para sistemas continuos de produccién se
da cuando las enzimas, como las células
se inmovilizan en un soporte de manera
que el sustrato se vaya transformando
continuamente sin que se pierda la enzima,
como ocurre con los métodos de lote. Sin
embargo, a pesar de todos los esfuerzos y
desarrollos tecnologicos en este campo,
estos métodos presentan todavia muchos
problemas, por lo que no se han podido
utilizar en forma generalizada. Entre los

métodos mas comunes de inmovilizacion
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podemos mencionar la adsorcién en
soportes poliméricos, como los de polivinilo
y de poliacrilamida; la microencapsulacion
en membranas semipermeables de
celulosa o nylon; el entrecruzamiento para
formar un producto insoluble, y la unién
covalente a soportes insolubles. Esta
metodologia ha permitido que se disefien
electrodos que, a semejanza de los de un
potenciémetro para medir pH, se utilizan en
la determinacion de diversos compuestos,
como son los azlcares. En un nivel
comercial pocas son las enzimas que se

emplean de esta manera; entre ellas
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destacan la glucosa isomerasa y la

aminoacilasa (Badui, 1993). Tang Yy
colaboradores en el 2007, inmovilizaron
lipasas alcalinas en nanoparticulas de
quitosano para que trabajaran en medios
acidos y encontraron que estas enzimas al
inmovilizarlas en la superficie de las
esferas, presentaban actividad catalitica lo
cual podria ser una opcién para estudiar

enzimas labiles en otro tipo de medios.

CONCLUSION

Se han encontrado enzimas resistentes
a solventes organicos en la mayoria de los
microorganismos y en los dltimos 10 afios
se han encontrado enzimas resistentes a
solventes en otros organismos como
peces, crustaceos, mamiferos y plantas, y
la estabilidad en medios no acuosos varia
dependiendo de las caracteristicas del
solvente y la concentracién en el medio, se
ha puesto especial atencién a hidrolasas,
pero también se ha encontrado resistencia
a solventes en otro tipo de enzimas, como

las oxidoreductasas.
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RESUMEN

Aunque originario de América tropical, en la actualidad el cacao (Teobroma cacao L.), planta
alégama, se cultiva en muchas regiones del mundo. Originalmente, los programas para obtener
variedades “mejoradas” estuvieron basados en marcadores morfolégicos los cuales, poco a poco,
se han sustituido cada vez mas por marcadores moleculares. Se discuten aqui las principales
aplicaciones de las herramientas de la biologia molecular en la obtencion de mapas de ligamiento
de este importante cultivo, loci de caracteres cuantitativos implicados en mayor rendimiento
agrondmico y resistencia a enfermedades, asi como en la secuenciacion del genoma cuya reciente
publicacién apertura una importante oportunidad de trabajo dirigido. Se hace énfasis en la falta de
informacion y de investigacién en el uso de estas herramientas para la blsqueda de marcadores
asociados de manera directa con las caracteristicas de calidad sensorial de las almendras, siendo
ésta una de las razones principales que incentivaron su visionaria domesticacion hace unos 4 000
afios y su amplia distribucién alrededor del mundo hace unos 500 afios. Conocer a los individuos
que muestran estas caracteristicas resulta importante, ya que su posible extincién por cuestiones
sociales o enfermedades, conllevaria pérdida de informacion cientifica y tecnol6gica valiosa que
puede ser empleada con fines de conservacion y explotacion.
Palabras clave: calidad sensorial, chocolate, variedad Criollo, Soconusco

ABSTRACT

Cacao (Theobroma cacao L.) is an allogamous plant native to tropical America, but nowadays it
is grown in tropical regions across the world. Originally, programs to obtain "improved" cultivars
were based on morphological markers. However, there is a trend to use molecular markers. Here

we discuss the main applications of molecular biology tools to obtain linkage maps of this important
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crop, to identify quantitative trait loci involved in major agronomic performance and disease

resistance, as well as genome sequencing whose recent publication opens an important opportunity

for specific investigations. We emphasize on the lack of information and research on the use of

these tools to find markers associated directly with the sensory quality characteristics of almonds,

which is one of the main reasons that encouraged its visionary domestication 4 000 years ago and

its wide distribution around the world 500 years ago. Knowledge of the individuals who exhibit these

characteristics is important, because it's possible extinction by social or diseases entail loss of

valuable scientific and technological information that can be used for conservation and exploitation.

Key words: sensory quality, chocolate, Criollo cultivar, Soconusco

INTRODUCCION

Theobroma cacao L. (cacao) es el cultivo
de mayor importancia comercial a nivel
mundial de las 22 especies que comprenden
el género Theobroma (Schnell et al., 2005);
otras que también se comercializan pero solo
a nivel local son T. bicolor Humb. y Bonpl.
(pataste o pataxte), T. grandiflorum Schum.
(cupuazd o copuazu) y T. angustifolium
Mogifio y Sessé (cacao de montafia o de
mono) (Cervantes-Martinez et al., 2006).
Ademés de la relevancia industrial, el cacao
es medular también desde la perspectiva
social, pues su cultivo esta vinculado, por sus
requerimientos edafoclimaticos, a paises,
basicamente en desarrollo localizados en la
franja ecuatorial de América, Asia y Africa y
del que dependen una gran cantidad de
agricultores (Efombagn et al., 2007).

La importancia del cacao radica en que,
de éste &rbol se obtienen frutos (mazorcas)
de las cuales, se extraen de 30 a 50 semillas
(almendras) por mazorca, que son utilizadas
ampliamente en las industrias alimentaria,
farmacéutica y cosmeética; las cuales
demandan manteca de cacao (grasas) y torta
de cacao o cocoa (obtenido al extraer las

grasas) o bien licor de cacao (pasta de

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1

cacao) para la elaboracién de chocolates.
Esta industria genera divisas por unos 73 000
millones de ddlares (Ploetz, 2007) y de esta
actividad dependen unos 60 000 empleos en
todo el mundo (Lanaud et al., 2009).
Desafortunadamente su permanencia
como sistema de produccién, sobretodo en el
Neotropico, se ve amenazada por
enfermedades (Brown et al., 2007; Clement
et al., 2003a; Queiroz et al., 2003) que estan
orillando a quienes practican esta actividad a
sustituir su cultivo o, en el mejor de los casos
establecerlos con nuevos individuos que
ofrezcan resistencia a los embates de los
antagonistas. Esta caracteristica que parece
ser ventajosa desde la perspectiva de la
produccién, conlleva dos marcados aspectos
negativos: 1). la pérdida del ecosistema
existente en los cultivos con la consecuente
disminucién en la diversidad biolGgica, y
aumento en el potencial de erosion de suelos
y, 2). demerita la aceptacion sensorial en los
mercados mas exigentes, puesto que los
genotipos con mayor tolerancia o resistencia
a enfermedades generalmente estan
limitados en caracteristicas de calidad
sensorial de las almendras. Enfatizando en el

segundo aspecto, los criterios de seleccién
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mas difundidos en los programas de

mejoramiento son, precisamente tolerancia o
resistencia a enfermedades (principalmente a
moniliasis  [Moniliophthora roreri Evans,
Stalpers, Samson & Benny], mancha negra
[Phytopthora spp.] y escoba de bruja
[Moniliophthora perniciosa Stahel]) (Phillips-
Mora et al., 2005), el rendimiento agronémico
(Irizarry & Goenaga, 2000) y solo en menor
medida, la calidad de grano.

Las almendras de cacao de calidad,
provienen de la variedad Criollo que, a
diferencia del cultivar Forastero y del
Trinitario (obtenido por la recombinacion de
los dos primeros), fue domesticada (Whitkus
et al., 1998) y empleada como materia prima
en la alimentacion de los pueblos
precolombinos de Centroamérica hace unos
3 800 afios (Powis et al.,, 2011). El pueblo
Olmeca (1800 a.C.-100 a.C), ubicado en lo
que hoy es el estado de Veracruz fue el que
originalmente cultivo esta planta (Powis et al.,
2011), después los Mokayas e lzapefios
(1200 a.C.-1200 d.C.) en la region
Soconusco (Chiapas) (INAH, 2007) y Mayas
en la selva Lacandona, (Chiapas) Tabasco y
peninsula de Yucatan (Whitkus et al., 1998).
El empleo como moneda de las semillas de
cacao da cuenta de la importancia social,
religiosa y econdémica que lleg6 a tener este
cultivo.

El hallazgo de descendientes aislados de
cacaos criollos en la region poblada por los
pueblos precolombinos, hasta nuestros dias
(Motamayor et al., 2002; Whitkus et al., 1998)
muestra que, pueden haber fungido como

reservorio genético, y al recombinarse con
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las accesiones introducidas a mediados del
siglo pasado, dieron origen a gran parte de la
variabilidad presente en los cultivos de
Mesoamérica. Lo anterior convierte a las
plantaciones asentadas en esta parte del
mundo, junto con las caracteristicas
edafoclimaticas, en candidatas a conservar y
exhibir individuos con la calidad requerida por
los mercadores mas exigentes. Baste como
muestra el reciente interés de la comunidad
europea al adquirir parte importante de la
cosecha de cacao programada para el afio
2012 y reconocerlo como de uno de los
mejores cacaos del mundo (Chiapas.gob,
2010).

Como anteriormente se comentd, los
programas de mejoramiento del cacao
enfocaron su atencién en caracteristicas
fenolégicas de interés agronémico las cuales,
estan fuertemente influenciados por el
ambiente (Azofeita-Delgado, 2006). A partir
de la década de los ochenta del siglo pasado
se empezaron a incorporar marcadores
moleculares como herramientas auxiliares en
los estudios y programas relacionados con
esta planta. Se han empleado isoenzimas
(Lanaud, 1986), AFLP (Lerceteau et al.,
1997; Perry et al., 1998; Queiroz et al., 2003),
RAPD (Lerceteau et al., 1997; Moreno et al.,
2004; Whitkus et al, 1998), y SSR 0
microsatélites (Trognitz et al., 2011; Zhang et
al.,, 2006a; 2006b) con el objetivo de
asociarlas a caracteristicas de interés
comercial (detallado mas adelante) como el
rendimiento agronémico y resistencia a
enfermedades. Dichos marcadores también

se han empleado para reducir la redundancia
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SITUACION ACTUAL DEL CULTIVO DE
CACAO

Para el afio 2009, se produjeron, a nivel

y etiquetado erréneo, conocer la estructura
de las poblaciones tanto en bancos de
germoplasma como ex situ, asi como para
analizar la genealogia de las accesiones.
Pese al gran numero de trabajos que
emplean marcadores moleculares, muy poco
se ha abordado sobre su uso y la asociacion
de éstos con la calidad que ostentan las
almendras de cacao. En este trabajo se hace
un repaso sobre la importancia del cacao, los
grandes avances para descifrar los secretos
guardados en su genoma, se particulariza en
los hallazgos con el uso de los marcadores
moleculares  asociados con  diversas
caracteristicas de interés en el cacao y se
discute acerca del potencial de éstos para
ser correlacionados con las caracteristicas de

calidad.

mundial, poco mas de 4.2 millones de
toneladas de grano de T. cacao, reporte muy
similar al obtenido los dos afios anteriores
(2007-2008). México ocup6 el lugar trece en
produccion con 22 660 toneladas (en 2009),
lo que represento6 un ingreso de 23.5 millones
de dolares, produccion por arriba de
Venezuela, Malasia, Uganda e India (FAO,
2011), y mostrando un descenso gradual
respecto de afios anteriores (Tabla 1). En
México, el 95% de cacao se obtiene de las
plantaciones en los estados surefios de
Tabasco y Chiapas; tan solo en la regién
Soconusco (Chiapas) se cultivan 11 500 ha
(Molina & Cérdova, 2006) y de donde se han

reportado morfotipos del cultivar Criollo.

Tabla 1. Produccién de almendras de

cacao seco en México en la Gltima década.

Ao

Produccion (Ton)

1999-2001
2003-2005
2007
2008
2009

38 613
43 435
29910
27 548
22 660

Fuente: FAO, 2011.

De las tres variedades cultivadas, los
Trinitarios y Forasteros [de los cuales se
hipotetiza que existen dos grupos genéticos
(los Forasteros del Alto Amazonas UA y los
del bajo Amazonas LA) Efombagn et al,
2009] ocupan cerca del 95% del total
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cultivado, en paises del Oeste de Africa,
Brasil y Ecuador, y del cual se obtiene igual
porcentaje del chocolate que se comercializa.
De la variedad Forastero, se obtiene el cacao
a granel o “basico” y contribuyé como

parental en la generacion de los Trinitarios
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hace unos 250 afios (Motamayor et al.,
2003).

La variedad Criollo, clasificada como
subespecie cacao (Cuatrecasas, 1964), y del
cual se obtiene el cacao “fino” contribuye a la
produccion mundial con el 5% (Afoakwa et
al., 2008); aunque su consumo auln esta
revalorandose, se encuentra en expansion y
es mucho mas exigente respecto a la calidad
de la materia prima y de los productos
derivados de ésta. Este mercado gourmet
paga sobreprecios por almendras obtenidas
del genotipo Criollo y destina el grano a la
elaboracién de chocolates “finos” altamente
cotizados en Estados Unidos y Europa. Esta
situacion, sumada a otras caracteristicas de
mercadeo, que premia los productos con
denominacién de origen y simplifica los
requerimientos de comercio, estimula la
conservacion, cultivo y comercializacion de
razas o genotipos de calidad “superior”.

Se ha reportado, que los individuos
Criollos “nativos” o “antiguos” (Motamayor et
al, 2002; Whitkus et al.,, 1998) estarian
asociados con menor rendimiento
agronémico, al poseer mazorcas de menor
tamafio y menos numero de almendras por
fruto, ademas de una marcada
susceptibilidad a Moniliophtora roreri vy
Phytophtora  palmivora. La  moniliasis,
provocada por M. roreri, desde su primer
reporte en México (Phillips-Mora et al., 2006)
ha provocado el abandono del cultivo de
cacao, O la reduccion, tanto del area
cultivada como de la produccion de grano
(cerca del 50% en los ultimos seis afios). De
no atenderse esta situacibn y establecer

programas serios de rescate de genotipos de
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interés (pero no solo desde la perspectiva del
rendimiento), se vislumbra un horizonte poco
alentador, ya que los cacaocultores optan por
cambiar el sistema a otro que demande
menores esfuerzos y mayores rendimientos,
siendo muchas veces la elecciébn poco
acertada. Los cacaotales, ademéas del
beneficio social y economico que
representan, contribuyen como la parte
soporte de nichos ecolégicos para una gran
diversidad de especies vegetales y animales,
encontrando desde especies maderables,
florales y animales como mamiferos, aves y
ardillas.

La existencia de individuos criollos en
Mesoamérica, es importante por varios
motivos, muestra evidencia inequivoca de su
cultivo y domesticaciébn, ademas que ha
contribuido con la diversidad genética
presente en las plantaciones intensivas del
sur de México. Pese a que los individuos de
cacao presentan un sistema de
entrecruzamiento preferentemente alogamo,
se ha documentado una clara distincion entre
sistemas de auto-incompatibilidad de los
genotipos Forasteros y de auto-
compatibilidad de los Criollos (Cheesman,
1944). Sin embargo, existen reportes de
segregacion hacia los dos sistemas de
polinizacién por parte de los dos genotipos
(Bartley & Cope, 1973). Hoy dia y dada la
fuerte recombinacién de parentales por parte
de algunos programas Yy cacaocultores,
buscando aumentar el vigor hibrido
(heterosis) como la principal responsable de
mejoramiento, se pueden hallar plantaciones
de cacao en el Soconusco, Chiapas (como

en otras partes del mundo) con individuos
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que responden a ambos sistemas de

entrecruzamiento tal como ha demostrado
Efombagn et al. (2009) ocurre en la
recombinacién abierta de poblaciones
cultivadas y de invernadero en Cameruln
donde ha encontrado hasta 28.3% de
descendencia proveniente de polinizacion no
controlada. Los individuos que descienden de
estos sistemas de entrecruzamiento, se
vuelven un importante reservorio de genes
que potencialmente pueden exhibir las
caracteristicas de sus parentales, siendo la
calidad sensorial (aroma, sabor y textura
principalmente) una de éstas (cuando la
heterosis y la auto-incompatibilidad en
genotipos Criollos coinciden), y que mejora
las caracteristicas agronémicas de
rendimiento y tolerancia a enfermedades,
como se ha demostrado puede ocurrir en las
variedades Trinitario (Johnson et al., 2009).
Por otro lado, Aikpokpodion (2010), llevo
a cabo una correlacion entre marcadores
agro-morfolégicos con individuos de interés
desde el punto de vista de la calidad.
Reporta, que factores ajenos a la genética
del cacao, tales como las condiciones
edafoclimaticas del lugar (Nigeria), permiten
el desarrollo de caracteristicas Unicas de
sabor en razas “Amelonadas” nativas de ese
pais Africano, derivadas de Forasteros del
Bajo Amazonas y del Amelonado del Oeste
Africano. Este estudio, ademas de poner en
evidencia lo que ya se ha documentado
ampliamente, acerca de la influencia del
ambiente sobre la expresiéon de los
marcadores morfoldgicos; apoya la hipétesis
de que un microclima especifico puede

potenciar las caracteristicas sensoriales de
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los productos y, en el caso particular del
cacao se comento antes de la preferencia de
los consumidores mas exigentes hacia
productos obtenidos de las plantaciones de

Soconusco (Chiapas).

LA UTILIDAD DE LOS MARCADORES
MOLECULARES PARA COMPRENDER
LOS SECRETOS DEL CACAO

Marcadores moleculares

Previamente se enfatizo, que hasta antes
de las primeras aplicaciones de los
marcadores moleculares en estudios de
genética y mejoramiento de organismos, los
marcadores por eleccion, eran aquellos
regulados por genes asociados a caracteres
morfologicos y de rendimiento, en general
fenotipos de  facil cuantificacion e
identificacién visual. Sin embargo, el limitado
nimero de estos marcadores y la
interferencia epistatica o ambiental acotaron
su expansion (Azofeita-Delgado, 2006). La
revolucion en este &mbito se inicid6 con el
descubrimiento y  utilizacion de los
marcadores moleculares, los cuales se
desarrollaron rapidamente y su numero fue
ampliado, expandiendo su aplicacién a
practicamente a todas las especies de
organismos vivos y acelerando los avances
en los programas de blsqueda de
organismos de interés.

En el caso de T. cacao, su empleo ha
resultado de gran utilidad en estudios
relacionados con diversos aspectos de la
biologia y genealogia de esta planta tropical.
Asi, han sido auxiliares en estudios de
etiquetado de accesiones en los bancos de

germoplasma mas importantes del mundo,
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donde la clasificacion y muchas veces el

etiquetado erréneo (Motamayor et al., 2008;
Motilal et al., 2011; Takrama et al., 2005;
Zhang et al., 2009, 2008) se realizd en base
a caracteres morfolégicos. Otras aplicaciones
incluyen el estudio de la diversidad genética
tanto en bancos de germoplasma como en
campos de cultivo, estudios de la genealogia
de individuos y poblaciones y caracterizacion
del germoplasma, basicamente orientado a
caracteristicas agrondmicas de interés.

Los primeros marcadores moleculares
(no basados en ADN) empleados en cacao
fueron las isoenzimas (Lanaud, 1986), pese a
las desventajas inherentes a esta
herramienta, como son el bajo niUmero tanto
de loci como en el polimorfismo, en su
momento ofrecieron excelentes resultados y
encontraron gran aplicaciéon en estudios de
diversidad genética, en la identificacién de
genotipos, asi como en la construccion de
mapas de ligamiento (Lachenaud et al., 2004;
Ronning & Schnell, 1994; Sounigo et al.,
2005; Warren, 1994).

Otro tipo de marcadores que mas
frecuentemente se usan en cacao, son los
marcadores de ADN, especificamente, los
polimorfismos en la longitud de los
restriccion (RFLP),

polimorfismo de ADN amplificado al azar

fragmentos de

(RAPD), polimorfismo de longitud de
amplificados (AFLP), y

secuencias simples repetidas (SSR). Estos

fragmentos
marcadores difieren en abundancia
gendmica, el nivel de polimorfismo detectado,
la especificidad hacia el locus, Ia
reproducibilidad, los requerimientos técnicos

y el costo (Guiltinan et al., 2008).
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Los RFLP, se han empleado dada su alta
reproducibilidad y la naturaleza alélica
codominante, en la construccién de mapas
de ligamiento genético y etiquetado de genes
y en la localizacion de loci que afectan a
caracteres cuantitativos (QTL) vinculados a
fenotipos de importancia  agronémica
(Lanaud et al., 1995; Risterucci et al., 2000) y
la evaluacion de la diversidad genética
(Motamayor et al., 2002; N'goran et al,
1994). Los principales inconvenientes de
estas herramientas son, debido a que las
sondas de RFLP son siempre especificas
para un numero limitado de lugares, RFLP no
es una herramienta muy eficaz para la
identificacién de genotipos de cacao, no se
puede automatizar su aplicacion y la
generacion de datos es laboriosa y puede ser
costosa (Guiltinan et al., 2008).

Los RAPD’s fueron los primeros
marcadores basados en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) que se
aplicaron para la caracterizacion genética del
cacao (Wilde et al., 1992). Se ha empleado
dada la facilidad de su aplicacion, para
identificacién clonal, clasificacion de acuerdo
al origen geografico (Rusell et al., 1993), asi
como en estudios de etiquetado incorrecto y
la duplicidad (Faleiro et al., 2002; Sounigo et
al.,, 2005). Los RAPD también han sido
ampliamente utilizados en los analisis de la
diversidad genética (Figueira et al., 1994;
Lerceteau et al., 1997; N'goran et al., 1994;
Whitkus et al., 1998). Aunque este sistema
es técnicamente facil de realizar, se obtiene
una baja reproducibilidad entre experimentos
y entre laboratorios. RAPD no mide

directamente la heterocigosidad, lo que hace
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gue sea menos Uutil para determinar el

genotipo en vez de simplemente distinguir
entre clones. El nimero de marcadores
variables que pueden ser generados por
RAPD es pequefio y no es adecuado para
aplicaciones de alto rendimiento (Guiltinan et
al., 2008).

Los AFLP ofrecen las ventajas
combinadas de los RAPD y RFLP (Vos et al.,
1995), como alto polimorfismo vy
reproducibilidad aceptable entre laboratorios,
no requerir datos de la secuencia para la
construccion de primers. Sin embargo, su
uso en cacao ha sido limitado, debido a la
dominancia alélica, lo que no permite medir
la heterocigosidad, esto debido a la posible
falta de homologia en la comigracion de los
fragmentos pertenecientes a diferentes loci.

Los microsatélites

Las secuencias simples repetidas (SSR)
por su nombre en inglés, Simple Sequence
Repeat o microsatélites son segmentos

cortos de ADN (de 1 a 10 pb), que se repiten

en serie y de forma aleatoria a través de todo
el genoma de los seres vivos. Existen varias
clasificaciones, pero la mas comun es de
acuerdo al numero de nucleétidos que posea
el motivo repetido, sea como: mono, di, tri,
tetra, penta o hexanuclettido (Figura 1).
Poseen varias ventajas frente a otros
marcadores (minisatélites, RFLP, RAPD,
AFLP, etc.); sean o0 no basados en PCR, ya
que son muy polimérficos como
consecuencia de la alta tasa de mutacion en
los loci. Puesto que, la repeticién no codifica
para formar ninguna proteina, y debido a que
las secuencias de ADN repetitivo pueden
recombinarse 'y expandirse con mas
frecuencia, estas regiones son a menudo
altamente variables y consecuentemente
Utiles para medir el polimorfismo entre
especies 0 variedades muy relacionadas
(Azofeita-Delgado, 2006), caracteristica
ampliamente deseable en los estudios
poblaciones para evaluar la diversidad

genética.

Cebador R
[TAGCAAAAGACCAACGGGT|

5GCAGGGCAGGCTCAGTGAAGCA- - - [T AT ETE]- - - ATCGTTTTCTGGTTGCCCA3’

Microsatélite

3’CGTCCCGTCCGAGTCACTTCGT- - - GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA- - - TAGCAAAAGACCAACGGGT-5'

[ECAGGGCAGGCTCAGT GAAGCA
Cebador F

Fig. 1. Microsatélite di-nucleétido (CT),4 mTcCIR1 y cebadores para su amplificacién. Niamero de

accesion Y16883. (Lanaud et al., 1999).

Ademas, estos  marcadores  son
generalmente neutros con relacibn a los
efectos fenotipicos y efecto epistatico o
pleiotropico minimo o nulo; presentan
herencia mendeliana simple y revelan
codominancia (pudiéndose diferenciar los

individuos homocigotos de los heterocigotos),
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se encuentran de forma abundante (estan
uniformemente dispersos a través del
genoma, aproximadamente cada 10 Kbp), se
requieren solo pequefias cantidades de ADN,
son relativamente faciles de medir (aunque
no de estandarizar) y analizar, pueden

automatizarse para el andlisis de muchas
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muestras en tiempos relativamente cortos.

Debido a estas importantes ventajas, los
microsatélites han sido el método de eleccion
para conducir investigaciones en cacao en la
Ultima década.

Principales aplicaciones de los SSR en los
estudios del Cacao

Por las caracteristicas antes apuntadas,
los microsatélites han sido empleados para
analizar diversos aspectos del manejo de
germoplasma de cacao, entre las que
destacan:

1. En la identificacién de las accesiones
duplicadas y mal etiqguetado en colecciones
de germoplasma. Debido a las limitantes
para discriminar entre accesiones, ya que
sus conclusiones tenian poco  rigor
estadistico (Sounigo et al., 2005), los AFLP’s
y RAPD’s, fueron sustituidos en su totalidad
por los SSR. Los avances en este sentido,
han permitido establecer mediante la
creacion de un consorcio internacional, un
conjunto de 15 microsatélites estandares
para el etiquetado correcto de las accesiones
y la identificaciéon inequivoca, los cuales son
utilizados en varios de los bancos de
germoplasma alrededor del mundo, y han
permitido identificar por ejemplo, de entre
105 accesiones, 10 grupos mal etiquetados
(Zhang et al., 2006b).

2. En estudios de diversidad genética,
relaciones genealégicas y filogeografia. Los
estudios buscando explicar la diversidad y
estructura poblacional tanto de colecciones
como de plantaciones de cacao, han
mostrado un incremento pronunciado con la

aparicién de los microsatélites y mas ain con
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el apoyo de la estadistica Bayesiana. Asi por
ejemplo Bhattacharjee et al. (2004) hallaron
baja tasa de adopcion de germoplasma
mejorado en los campos agricolas de
diferentes zonas agroecolégicas en Nigeria.
De los pocos estudios conducidos en
Mesoamérica, Ruiz et al. (2011), empleando
diez microsatélites analizaron 70 accesiones
de Nicaragua, encontraron deficiencia de
heterocigosis, pero un nivel moderado de
diversidad genética pese al corto historial de
cultivo extensivo en ese pais reportado por
Trognitz et al. (2011) y lo atribuyen a un
posible muestreo entre consanguineos o
derivados mayoritariamente de
autofecundaciones o, como resultado de
diferente frecuencia alélica entre
poblaciones.

También con apoyo de los SSR se ha
hipotetizado en varios reportes acerca de que
la Amazonia Peruana posee alto nivel de
diversidad genética, presentando estructura
espacial, ademés de alta diversidad alélica
en poblaciones cultivadas (Zhang et al.,
2006a). Del mismo modo, Johnson et al.
(2009), encontraron una estrecha relacion
genética entre genotipos “Trinitarios selectos”
y los posibles parentales, colectados 70 afios
antes. Ademéas obtuvieron, usando 35
microsatélites una diferenciacion espacial de
los genotipos Trinitarios y Criollos (agrupados
en un claster) al compararlos con
poblaciones del Alto y Bajo Amazonas y de
Ecuador obtenidos de banco de
germoplasma.

Por su capacidad para revelar
codominancia, los microsatélites resultan

muy adecuados en la bulsqueda 'y
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esclarecimiento de relaciones genealdgicas y

estas investigaciones, a su vez son
sumamente Utiles para comprender el flujo de
genes en las poblaciones naturales, la
contribucién de los genotipos antiguos en la
estructura de las poblaciones actuales asi
como para rastrear la posible contribucién de
parentales en los programas de
mejoramiento de variedades.

Otros estudios ademdas han abordado la
busqueda de patrones de genealogia
asociados con la geografia presente o
pasada (filogeografia), en el supuesto de
que, al conocer los patrones espaciales de
biodiversidad, los procesos de flujo de genes,
los efectos histéricos y climaticos sobre la
distribucion de la diversidad genética, se
tendrdn mas herramientas para la
conservacion sostenible y el uso efectivo de
germoplasma de cacao (Guiltinan et al.,
2008).

En este sentido, Trognitz et al. (2011),
evaluaron la composicion alélica y la
estructura genética a partir de 44
plantaciones y dos accesiones silvestres de
Nicaragua, demuestran estructura espacial
entre parcelas cultivadas la cual es atribuida
por el manejo agronémico, practicas de
seleccion y condiciones ambientales, ademas
reportan un genotipo Unico para las
accesiones silvestre e hipotetizan acerca de
la posible relacién genética con individuos
cultivados por los Mayas en la precolonia.

Sereno et al. (2006) compararon 94
accesiones de cuatro poblaciones naturales
de la Amazonia de Brasil. Exceptuando a la
poblacién del Alto Amazonas, en las

restantes encontraron bajo indice de
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heterocigosidad observada, lo que revela alta
tasa de homocigotos que coincide con la
aseveracion de Ruiz et al. (2011), en el
sentido de estarse presentado altas
frecuencias de autopolinizacién o el muestreo
incluye alta consanguinidad. La poblacién del
Alto Amazonas exhibié la mayor diversidad
genética y por lo tanto, los autores la
sugieren en concordancia con otros autores
como parte del centro de diversificacion de la
especie 'y, posible centro de origen
(Cheesman, 1944; Motamayor et al., 2002;
Schultes, 1984).

En el trabajo de Motamayor et al. (2002)
se evalué la composicion alélica en las
variedades de América Central (genotipos de
Guayana, la Amazonia y el Orinoco). Los
resultados apoyan la hipétesis de que el
cacao se originé en el Alto Amazonas y
sugieren la probable ruta de dispersién
mediada por humanos desde el Amazonas
hasta América Central y México para
establecer el cacao “Criollo” que los Olmecas
domesticaron hace casi cuatro mil afios. Sin
embargo la baja diversidad genética
reportada por estos autores para las
accesiones de Criollos de Mesoamérica y
que, contradice lo antes reportado (De la
Cruz et al., 1995; Whitkus et al., 1998), debe
ser corroborada y en su caso, podria ser
explicada por la gran presion de seleccion a
la que estuvo sometida la planta en los
procesos de domesticaciéon buscando
caracteristicas sensoriales agradables y
agrondmicas que pudieron haber sido de
interés para los pueblos precolombinos
(como pulpa mas dulce, mayor nimero de

semillas) durante varios siglos y que se
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promovio fuertemente por las caracteristicas

de auto compatibilidad casi exclusiva
reportado para los Criollos y presuntamente
observada en otras accesiones (Ruiz et al.,
2011; Sereno et al., 2006). Respecto a la
dispersion de individuos del Alto Amazonas,
para dar origen a los Criollos de
Mesoamérica, ésta enfrenta  algunas
cuestiones por ejemplo, se ha reportado que
de manera natural el arbol del cacao tiene
una baja o nula capacidad de dispersién, en
estado silvestre, los arboles de cacao por lo
general se multiplican a través de
propagacién vegetativa (Lachenaud & Zhang,
2008), los frutos son indehiscentes con un
pericarpio espeso y duro (sobre todo los
Criollos), y no presenta abscision, lo cual
significa que se mantiene unido
indefinidamente al &rbol. Las semillas son
altamente susceptibles a la desecacién
(recalcitrantes), sobre todo las de la variedad
Criollo (Rangel, 2009), germinan dentro de la
fruta y puede perderse facilmente si las
plantulas no tienen una via de dispersion
exbégena. Si este papel es realizado por
animales (principalmente monos), quienes
pueden tragar semillas enteras sin
masticarlas y terminan en el suelo en las
heces, donde germinan rapidamente
(endozoocoria), se han reportado
principalmente a Cebus nigrivittatus y C.
apella o Alouatta seniculus (Lachenaud &
Zhang, 2008), este Ultimo género
caracterizado como de baja actividad (Mufioz
et al., 2002) y que enfrentaria grandes retos
por transportar las semillas en distancias

considerables.
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Si la propagacion fue mediada por el
hombre, como hipotetizan los estudios,
scual seria la intencion de dispersar una
semilla o planta que, en su centro de
diversidad (Alto Amazonas) no tenia uso
agronémico o social?- o al menos no hay
evidencia arqueoldgica de esto, como si
existe de manera  abundante en
Mesoamérica y; ¢como se llevaria a cabo el
traslado, con semillas de la naturaleza antes
descrita para recorrer los aproximadamente
2000 km de distancia entre el Alto Amazonas
y accesiones de Nicaragua empleadas en el
reporte (Motamayor et al., 2002) en periodos
breves para garantizar la no desecacion y
pérdida de viabilidad de las semillas?.

3. En la construccibn de mapas de
ligamiento y busqueda de loci asociados a
caracteres cuantitativos (QTL)

Se han desarrollado una gran cantidad de
mapas genéticos para detectar QTL para
varios rasgos sobre todo de importancia
agrondmica. Los principales intereses en la
busqueda de estos marcadores han sido: a)
resistencia a las  tres principales
enfermedades causadas por hongos,
caracteres de rendimiento, b) vigor de la
planta, c¢) numero de O6vulos y d)
caracteristicas de mazorca y grano (Tabla 2).
Las enfermedades son responsables de
pérdidas que pueden llegar a alcanzar 100%,
debido a esto, la gran mayoria de los trabajos
en este sentido han dedicado esfuerzos a
localizar los genes responsables de conferir
resistencia a algunos genotipos y como estos
pueden ser transferidos (Brown et al., 2007;
Cervantes-Martinez et al., 2006; Clement et
al., 2003a; Feltus et al., 2011; Lanaud et al.,
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2009; Pugh et al.,, 2004; Risterucci et al.,
2003). Un porcentaje menor de los trabajos,
se enfoca en la blsqueda de genes
involucrados en caracteres morfologicos de

arboles, frutos y almendras (Cervantes-

Martinez et al., 2006; Clement et al., 2003a,
2003b; Crouzillat et al., 1996; Feltus et al.,
2011), lo cual denota hacia donde se orientan

las prioridades de la investigacién en cacao.

Tabla 2. Principales investigaciones en Theobroma cacao L. empleando marcadores

moleculares en la blisqueda de caracteres de interés agronémico

Brown et al., 2007; Cervantes-Martinez et al.,

2006; Clement et al., 2003a; Crouzillat et al.,
QTL’s asociados con resistencia a 2000; Feltus et al., 2011; Flament et al., 2001,
Lanaud et al., 1995; Lanaud et al., 2009; Pugh et
al., 2004, Risterucci et al., 2000; Risterucci et al.,
2003

Phytophthora palmivora

QTL s asociado con resistencia a ) o
Brown et al., 2005; Faleiro et al., 2006; Figueira et

Crinipellis (Moniliophthora) )
al., 2006; Lanaud et al., 2009; Queiroz et al., 2003

perniciosa

QTL’s asociados con caracteres

Cervantes-Martinez et al., 2006; Clement et al.,
2003a; Clement et al.,, 2003b; Crouzillat et al.,
1996; Feltus et al., 2011

morfologicos (vigor, floracion,
rendimiento, ndmero de 6évulos,

indice de grano y peso de mazorca)

Localizacion de QTL’s asociados a Brown et al., 2007; Cervantes-Martinez et al.,

resistencia a Moniliophtora roreri

Marcador asociado a tolerancia al

2006; Lanaud et al., 2009

Borrone et al., 2004

estrés

La reciente publicacién de la secuencia
gendomica del cacao (Argout et al.,, 2011),
ofrece importantes aportaciones a la
comprensién de posibles explicaciones en la
sintesis de compuestos de interés (algunos
implicados en la calidad sensorial) y ofrece
una oportunidad Unica a los investigadores

para dirigir estudios buscando explicar las
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interrogantes guardadas en el genoma de
esta planta. De los hallazgos importantes, se
estima de manera mas precisa (mediante
citometria de flujo) el tamafio del genoma de
esta planta (430 Mb del genotipo criollo B97-
61/B2), con numero cromosomico 2n= 20, el
cual es considerado como “pequefio” en

comparacion con individuos de las mismas
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caracteristicas fenotipicas que el arbol del

cacao y, que habia sido estimado en 390 Mb
por reasociacion cinética (Couch et al.,
1993).

En este estudio, basadndose en el
conocimiento de los mecanismos
moleculares y bioquimicos de plantas modelo
y, después de realizar analisis de ortologia
con genes de Arabidopsis thaliana, Vitis
vinifera, Populus sp. y Glycine max, muestra
asociaciones entre genes posibles
candidatos relacionados con la resistencia a
enfermedades y, con la calidad de las
almendras. Esta Gltima, entendida como la
cantidad genes potencialmente involucrados
en las sintesis de macromoléculas (grasa,
proteinas, almidén) y metabolitos
secundarios como flavonoides, terpenoides y
alcaloides, que se sabe desempefian un
papel importante en las caracteristicas

sensoriales del cacao.

La calidad sensorial del cacao, su
asociacion con marcadores

La calidad en el cacao, como en todo
producto o materia prima, esta dada por un
numero amplio de atributos o caracteristicas,
muchos de ellos intrinsecos a la genética del
vegetal y otros, atribuibles a las condiciones
ambientales donde se desarrolla, asi como a
las practicas pre y poscosecha.

Para tratar de homogenizar la
terminologia y atributos entendibles como
“‘calidad” se ha acordado mediante
estandares internacionales, establecer que el
cacao de buena calidad comercial debe ser:
a) fermentado, completamente seco, libre de

almendras vanas, libre de olores anormales o
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extrafios y libre de cualquier evidencia de
adulteracion, b) de tamafio bastante
uniforme, considerablemente libre de granos
fragmentados, fragmentos y piezas de
cascara, Yy practicamente exentas de
materias extrafias (Dongo et al., 2009).

Aunque esta definicibn no incluye de
manera total, los aspectos importantes del
sabor y aroma que determinan la aceptacion
de algunos mercados gourmet, se puede
entender que, hay caracteristicas que
dependen del manejo poscosecha, como la
uniformidad de las semillas, la presencia de
materia extrafia y otras; pero también otras
en las que se involucran procesos
microbianos (fermentacién) y de secado que
de realizarse de manera inadecuada
demeritan la calidad de las almendras (Criollo
y Trinitario), ya que no permiten potenciar la
transformacion o aparicion de moléculas
implicadas en algunas de las caracteristicas
sensoriales importantes de estos cultivares
(Rodriguez-Campos et al., 2011).

Algunos argumentos, atribuyen una carga
sumamente importante para conservar la
calidad del cacao al tiempo de cosecha y
seleccion de frutos y semillas que deberan
fermentarse, asi como al mismo proceso de
fermentacion pues se ha reportado que,
emplear frutos (mazorcas) fuera de madurez
aumenta el contenido de acido citrico
(Papalexandratou et al., 201la), lo cual
ejerce efecto indeseable sobre el proceso de
fermentacion y el posterior secado y tostado,
gue conllevaria la aparicion de metabolitos
especificos responsables de aroma no
deseados (&cidos carboxilicos),

principalmente acido butirico (Rodriguez-
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Campos et al.,, 2011), acido propidnico y

metilpropionico (Frauendorfer & Schieberley,
2008) que demeritan la calidad de cacaos
deficientemente fermentados, secados o
tostados.

La fermentacion por si  misma,
indudablemente tiene un papel crucial en
mantener o realzar la calidad de los cacaos
Criollos o Trinitarios, pero es cuestionable el
argumento de que aplicada bajo ciertos
estandares, puede mejorar la calidad del
grano de aquellos considerados de “calidad
inferior” en un estudio conducido con cacao
Brasilefio (Papalexandratou et al. 2011b).
Estas conclusiones, son ciertas solo de
manera parcial, puesto que se ha
documentado de antafio que los genotipos
Criollos, independientemente de los procesos
poscosecha ofertan caracteristicas superior u
otros con procesado poscosecha similar
(Afoakwa et al., 2008; Ciferri & Ciferri, 1957;
Clapperton et al., 1994). Siendo mas realista,
podria pensarse que los factores ambientales
y procesos practicados posteriores al corte
(fermentacion, secado, tostado) influyen en
un 50% de la calidad final del producto,
mientras que la mitad restante esta guardada
en la genética de cada individuo.

El otro factor que tampoco es tomado en
cuenta en los estandares y que supone la
mayor predisposicién para obtener calidad
superior es el origen genético, ya que, como
antes se apunt6 de la variedad Forastero se
obtiene cacao de calidad inferior, del
Trinitario de calidad intermedia y los granos
de alta calidad son producidos por los cacaos
Criollos (Sukha & Butler, 2005). Eskes et al.

(2007), encontraron correlacion entre notas
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de aroma y sabor halladas en mazorcas
(pulpa) de diferente variedad y la calidad
sensorial de las almendras, mostrando la
variacion asociada con el genotipo pues
reportan la presencia de astringencia y poco
dulzor en variedades de baja calidad y gustos
dulce y notas de sabor afrutado en genotipos
de calidad superior, ademas de poder
diferenciar a las accesiones por su origen
genético.

En Ecuador, se han empleado algunas
caracteristicas sensoriales para la selecciéon
de individuos que forman parte del llamado
cacao fino producido en ese pais (Eskes et
al., 2007), lo que da cuenta una vez mas, que
la calidad desde este punto de vista podria
ser correlacionada con alguan tipo de
marcador y, los moleculares, se prestan
como los candidatos mas apropiados en esta
encomienda.

La evaluacion sensorial es una
herramienta ampliamente utilizada en el
campo de los alimentos, tanto para el
desarrollo de productos, como para los
estudios de clasificacion y determinacion de
la calidad de productos de alto valor
comercial. Su aplicaciébn como herramienta
de medicién supone el entrenamiento de un
panel de evaluadores quienes fungen como
“instrumentos” de medicion y emiten su
veredicto inequivoco en alguna caracteristica
especifica. Su correlacion con mediciones
guimicas (acidez, pH) o fisicas (viscosidad,
textura) resulta util pero, tediosa puesto que
las caracteristicas sensoriales evaluadas,
son la resultante de una suma compleja de
atributos fisicoquimicos y, evaluar una sola

caracteristica resulta insuficiente.
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De manera similar, las pruebas

sensoriales pueden ser desde el punto de
vista operativo costosas y tardadas, puesto
que no siempre se dispone de un panel
entrenado en el momento de querer evaluar
la calidad de una accesion de cacao en
particular.

Establecer marcadores moleculares que
puedan estar asociados a regiones no
codificantes (SSR) vinculadas a genes que
estrian potencialmente involucrados en la
calidad como sugieren Argout et al., (2011),
pero que permiten al ser detectados,
segregar a individuos de diferente calidad
sensorial (Smulders et al., 2010), podria ser
una realidad que ofreceria ventajas de
tiempo y costo a los programas de
mejoramiento de variedades cuando esta
calidad sea el objeto de interés o, ayudar a
proteger accesiones con potencial en este

mismo sentido.

CONCLUSIONES

El mercado del cacao lejos de extinguirse,
a pesar de las enfermedades y probleméticas
sociales que le aquejan continuara en
expansion en los afios venideros, como
también habra de aumentar el mercado que
exige productos con mayor contenido de
chocolate (no cocoa o manteca de cacao) y
que éste sea de calidad superior. Esto
supone rescatar y aumentar el cultivo e
introduccién de genotipos que producen
semillas de calidad superior. Debido a esto,
los estudios moleculares relacionados con T.
cacao, que cada vez se apoyan o lo haran de
herramientas como los SSRs, ISSRs,
biusqueda de SNP’s, SCARs, deberan
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extender su alcance a buscar cada vez mas
marcadores o QTL con la calidad; el
conocimiento del genoma de esta planta
resulta una herramienta Gtil para este
propdsito. Otro campo de interés que se
apertura y que debera ser explotado en su
totalidad, es de la bioinformatica, puesto que
ahora se cuenta con un codigo que debera
ser descifrado con més claridad para tratar
de comprender los enigmas que esta planta

ha guardado por varios milenios.
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RESUMEN

En este trabajo se presentan los aspectos quimicos y moleculares del proceso de produccién del
mezcal obtenido a partir de Agave salmiana. En este estudio se incluye la optimizacién de las
condiciones fermentativas, la identificacion molecular de la microbiota nativa y la cuantificacion de los
compuestos volatiles que impactan en las caracteristicas finales de la bebida. Los resultados de la
optimizacién de la etapa fermentativa mostraron que la concentracion maxima de alcoholes superiores
se alcanz6 a los 28°C y una concentracion de azucar de 105 g/l. La productividad maxima se logré a
34.6°C y 90 g/l y el maximo rendimiento de etanol se obtuvo a 28°C y 77 g/l. Se identificaron 11
microorganismos diferentes en la fermentacion; tres de ellos fueron las levaduras Clavispora
lusitaniae, Pichia fermentans y Kluyveromyces marxianus. Los otros ocho microorganismos fueron
Zymomona mobilis subsp. mobilis y pomaceae, Weissella cibaria, Weissella paramesenteroides,
Lactobacillus pontis, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus farraginis. Referente al
analisis cromatografico de los mezcales jovenes, reposados y afiejos, se identificaron 37 compuestos
volatiles. Se incluye una discusion de los trabajos realizados sobre mezcales obtenidos a partir de
otras especies del género Agave, asi como un andlisis comparativo del perfil sensorial de 105
compuestos volatiles identificados en las bebidas que cuentan con distintas denominaciones de origen.
Se concluye que 17 de ellos podrian ser referidos como marcadores de autenticidad.
Palabras clave: Mezcal, agave, fermentacién, compuestos volatiles.

ABSTRACT

We present a study on the most relevant chemical and molecular aspects of the production process
of the mezcal, obtained from Agave salmiana. The study includes the optimization of fermentative
conditions, the molecular identification of native microbiota as well as the volatile compounds
quantification that impacts on the final characteristics of the spirit. The fermentative stage optimization
results showed that the maximum concentration of the higher alcohols was produced at 28°C and initial
sugar concentration of 105 g/l. The maximum productivity process was attained at 34.6°C and 90 g/l

and, the highest ethanol production was reached at 28°C and 77 g/l. Eleven different microorganisms
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were identified in the mezcal fermentation. Three of them were the following yeast: Clavispora

lusitaniae, Pichia fementans and Kluyveromyces marxianus. The other microorganisms found were

Zymomona mobilis subsp. mobilis and pomaceae, Weissella cibaria, Weissella paramesenteroides,

Lactobacillus pontis, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus plantarum and Lactobacillus farraginis. Thirty-

seven compounds were identified in commercial mezcals (white, rested and aged). Additionally, a

comparative analysis of the sensory profile of mezcals obtained from different species of Agave genus

is included. One hundred and five different volatile compounds were identified in Mezcal and others

distilled beverages with distinct denomination of origin. We conclude that 17 compounds could be used

as markers for authenticity.

Keywords: Mezcal, agave, fermentation, volatile compounds

INTRODUCCION

El maguey llamado metl o mexcalmetl en
lengua nahuatl, es una planta conocida y
utilizada en México desde la época prehispanica.
bebidas

fermentadas utilizadas para fines medicinales o

De sus jugos se preparaban
rituales y sus hojas se empleaban para la
produccion de fibras, papel, clavos, cuerdas,
costales y telas (Cervantes, 2002). Actualmente,
la fabricacién de bebidas alcohdlicas destiladas
es el uso mas importante que se le ha dado a
diversas plantas del género Agave (Herrera,
2008). Se cree que el proceso de destilacion fue
introducido a México con la llegada de los
espafioles; sin embargo, estudios realizados en
la Piramide de las Flores en la zona arqueoldgica
Xochitécatl en el estado de Tlaxcala, muestran
indicios de que se destilaba mezcal en
Xochitécatl-Cacaxtla antes del arribo de los
espafioles (Serra & Lazcano, 2011), aunque este
proceso al parecer no fue generalizado entre las
culturas prehispénicas.

En casi todos los estados de la Republica
Mexicana se producen bebidas alcohdlicas con
meétodos tradicionales a partir de la fermentacién
de las azucares de los agaves. El nombre que se

usa para referirse a ellas varia de una regién a
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otra, entre los que destacan: tequila, sotol,
bacanora, raicilla, sisal y mezcal (De Le6n et al.,
2008%). En el caso particular del mezcal, la
norma Mexicana de bebidas alcohdlicas (NOM-
070, 1994) establece que Unicamente puede ser
producido en los estados de Durango,
Zacatecas, San Luis Potosi, Guerrero y Oaxaca.
El proceso de elaboracion del mezcal involucra 5
etapas principales que incluyen la recoleccién de
las pifias, coccion y molienda de las mismas
para extraer las azUcares, la fermentacion y

finalmente la destilacion (Figura 1).

ORIGEN DE LA MATERIA PRIMA Y
OBTENCION DE JUGO

En México crecen alrededor de 150 especies
del género Agave y se encuentran distribuidas
en mas de 75% del territorio nacional
predominando en las zonas é&ridas y célidas del
sur (Garcia, 2007). En el estado de Oaxaca se
encuentran 52 especies siendo el estado con
mayor diversidad de agaves en Meéxico. El
mezcal en dicho estado se obtiene de tres
especies principales: 1) Agave angustifolia Haw
conocido comunmente como agave espadin con
extensos cultivos, 2) plantas de Agave potatorum

y 3) Agave karwinskii (Segura, 2010). En la
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1. “Jima”

5. Destilacion
y Almacenamiento

Mezcal

Fig. 1. Etapas del proceso de producciéon de mezcal.

region del altiplano Zacatecano-Potosino, la
especie que predomina es el Agave salmiana
Otto ex salm-dick distribuida en forma silvestre
(Esparza-Frausto et al., 2008).

El proceso para la elaboracion del mezcal
comienza cuando la planta ha alcanzado su
estado de madurez alrededor de 10 afos y es
en autoclaves cuyo objetivo principal es la
hidrélisis de los fructanos. Estos representan el
60% del

total de los carbohidratos solubles
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2. Coccion 3. Molienda

. Fermentacion

candidata a ser “jimada”; proceso que consiste
en retirar las hojas o pencas de la planta para
obtener el corazén o pifia. Posteriormente es
transportada a la fabrica para su procesamiento.
Después de la recoleccion de las pifias se lleva a
cabo el proceso de coccion el cual puede
realizarse en hornos de piso, de mamposteria o
presentes en la planta. La inulina es un
oligofructano con enlaces B(2—1) y constituye el

carbohidrato de reserva de A. tequilana, A.
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americana, A. mapisaga, A. antrovirens y A.

salmiana. Entre las especies de Agave se
presentan diferencias en la distribucién de otros
carbohidratos solubles como sacarosa, fructosa
y glucosa. Esto se debe a las caracteristicas
ambientales que prevalecen en las regiones
donde son cultivadas o cosechadas (Mancilla-
Margalli & Lépez, 2006). Durante el proceso
térmico, las fibras se ablandan lo que facilita la
molienda y la extraccién del jugo que contiene
azucares simples, principalmente fructosa, que
es un facilmente metabolizada por las levaduras
2010;

Lopez et al, 2003). En ésta etapa también

y bacterias alcohologénicas (Segura,
ocurren reacciones de caramelizacion o de
Maillard que forman compuestos como 3-metil-1-
butanol y alcohol feniletilico (Mancilla-Margalli &
Lépez, 2002). El sobrecalentamiento de los
azlcares incrementa la concentracion de furfural
dando un sabor a ahumado y el exceso de
caramelizacién reduce el rendimiento de etanol
(Cedefio, 1995). En el estado de Oaxaca, la
coccion se realiza en hornos de piso (Segura,
2010) y en la regi6bn de Zacatecas-San Luis
Potosi se lleva a cabo en hornos de
mamposteria principalmente, aunque ya hay
empresas que utilizan autoclaves de acero.
Como siguiente etapa, las cabezas de las
plantas cocidas se muelen con el objeto de
extraer los azlOcares fermentables. Esta
molienda se realiza de dos maneras: Mediante
una tahona (molino de piedra) como el que se
muestra en la Figura 1 o con la accion de
molinos mecéanicos. El subproducto generado
(bagazo) representa cerca de un 40% del peso

total. Una vez que se ha extraido el jugo se
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procede a preparar el mosto. Esto se hace
ajustando el grado de sdélidos disueltos en el
medio para tener una concentracién de azlcares
que puede ir de 4 a 10% (p/v). El analisis de los
estructurales  del

carbohidratos no Agave

salmiana realizado por Michel-Cuello et al.
(2008) reveld que el jarabe estd compuesto de

fructosa, glucosa, sacarosa, xilosa y maltosa.

FERMENTACION DE LOS JUGOS DE AGAVE
Durante la etapa de la fermentacién se
emplea cominmente el mosto ajustado a una
concentracion definida de solidos disueltos, el
inoculo formado por la microbiota nativa y sales
inorganicas como el sulfato de amonio. Esta
practica varia de una mezcalera a otra e incluso
entre estados. De Ledn-Rodriguez et al. (2008%)
realizaron la optimizacion de las condiciones de
fermentacion del mezcal de A. salmiana con el
objetivo de maximizar la productividad, el
rendimiento y la produccion de etanol. Para ello,
se utiliz6 la metodologia de optimizacion por
factores

superficie de respuesta, y los

seleccionados fueron la concentracién de

azUcares reductores y la temperatura. Los
resultados mostraron que las condiciones de
fermentacion afectaron la concentracion de

alcoholes superiores (utilizados como
marcadores de calidad) en el mezcal asi como la
concentraciéon de etanol. La concentracion
maxima de 313+3 mg/l de alcoholes superiores

se alcanz6 a los 28°C y una concentracion de
azlcar de 105 g/l. La productividad maxima de
2.2 g/l-h se logré a 34.6°C y 90 g/l de azucares y
el méaximo rendimiento de etanol de 0.44 se

obtuvo a 28°C y 77 g/l de azlcares. Se concluyé
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que la optimizacion simultanea de productividad

y rendimiento de producto no son compatibles.
Ademas de que la cinética de crecimiento
presenté un comportamiento tipico de inhibicion
por sustrato (De Ledn-Rodriguez et al., 2008a).
Otro aspecto importante que se debe tomar
en cuenta durante el proceso fermentativo es el
comportamiento de los consorcios de levaduras
y bacterias. Las variables analizadas son
denominadas estados como la concentracion de
microorganismos, concentracién del producto,
concentracién de sustrato y en algunos casos
concentracién interna de enzimas (Escalante-
Minakata & 2007).  Sin

embargo, todos estos estados son dificiles de

Ibarra-Junquera,

evaluar en tiempo real. Una solucién a este
problema es el desarrollo de modelos basados
en ecuaciones diferenciales ordinarias que
contemplen entre sus estados, variables que
sean facilmente monitoreables en tiempo real.
Dichos modelos permitirian el desarrollo de
controladores que atiendan las perturbaciones
inherentes a estos sistemas. Escalante-Minakata
et al. (2009) describieron un algoritmo para el
monitoreo continuo de la concentracién de
biomasa y etanol asi como de la velocidad de
crecimiento en el proceso de fermentacion del
mezcal de A. salmiana basado en la medicién
del potencial redox en linea. El procedimiento
combiné una red neuronal artificial que relaciona
el potencial redox con la concentracién de etanol
y de biomasa mediante un algoritmo basado en
un observador no-lineal que utliza las
estimaciones de biomasa para inferir la velocidad
de crecimiento de los microorganismos durante
resultados

el proceso fermentativo. Los

mostraron que el potencial redox es un buen
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indicador de la actividad metabdlica de los

microorganismos durante la etapa fermentativa.

ANALISIS DE LA MICROBIOTA.

Las bebidas fermentadas que se producen
de forma tradicional como el mezcal, se obtienen
mediante fermentaciones espontaneas, es decir,
no se afaden inéculos comerciales sino que
actlian los microorganismos naturales presentes
en el sustrato. Durante éste tipo de
fermentaciones no se obtiene el producto de la
accion de una Unica especie, ya que en ellas se
llevan a cabo procesos bioquimicos muy
complejos, en los que intervienen e interaccionan
levaduras y bacterias (Torija, 2002). El principal
argumento a favor indica que en estas
fermentaciones se consiguen caracteristicas
organolépticas tipicas de la zona que no estarian
presentes si se utilizara un inéculo de cepas
forAneas. La composiciébn  cualitativa y
cuantitativa de la microbiota presente a lo largo
de la fermentacion del mosto puede depender
principalmente de los siguientes factores: La
region de origen de la materia prima, el
procedimiento de produccién, la temperatura y el
pH, (Torija et al., 2001; Granchi et al., 1999). Un
resumen de los microorganismos identificados
en los diferentes procesos fermentativos se
muestra en la Tabla 1.

Lachance (1995), identifico por primera vez
la microbiota nativa en un proceso fermentativo
de A.
morfofisioldgicas. En este trabajo se destaca la
Candida

krusei, Brettanomyces anomalus, Kluyveromyces

tequilana, mediante técnicas

intermedia,

presencia de Candida

marxianus, Pichia membranifaciens, Torulaspora

delbrueckii, Hanseniaspora spp., Candida spp.,
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Tabla 1. Microorganismos detectados en los mostos para la produccion de diferentes bebidas

alcohdlicas de plantas del género Agave.

Tipo de Microorganismos identificados Método Referencia
bebida empleado

Candida intermedia, Candida krusei, Brettanomyces Técnicas Lachance,

anomalus, Kluyveromyces marxianus, Pichia morfofisioldgicas 1995
Tequila membranifaciens, Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora

spp., Candida spp., Saccharomyces cerevisiae, Pichia

anomala, Issatchenkia/Pichia spp., Saccharomyces

ludwigii, Zygosaccharomyces bailii, Candida milleri,

Brettanomyces bruxellensis, Zygosaccharomyces rouxii.
Mezcal de Kluyveromyces marxianus, Clavispora lusitaniae, RFLP-PCR de la Martell-
Durango Schwanniomyces castelli, Saccharomyces unisporus, region 18S. Nevérez et al.,

Saccharomyces cerevisiae. 2009

Kluyveromyces marxianus, Hortaea werneckii, Pichia Andlisis de la Jacques-

mexicana, Rhodotorula glutinis, Torulaspora delbrueckii, region ITS-5.8S Hernandez et
Mezcal de Saccharomyces cerevisiae, Pichia delftensis, Geotrichum al., 2009
Tamaulipas klebahnii, Clavispora lusitaniae, Pichia membranifaciens.

Analisis de la

Kluyveromyces marxianus, Torulaspora delbrueckii, region 26S

Saccharomyces cerevisiae, Pichia kluyveri, Pichia Arratia et al.,

guilliermondii, Pichia mexicana, Clavispora lusitaniae, 2009

Zygosaccharomyces bailii, Candida parapsilopsis.

Candida sp., Kloeckera, Rhodotorula RFLP-PCR de la Andrade-

Brettanomyces sp., Candida sp., Candida boidinii, region ITS-5.8S Meneses y

Candida coliculosa, Candida intermedia, Candida Ruiz-Teran,
Mezcal de parapsilosis, Citeromyces matriensis, Cryptococcus 2004
Oaxaca kuetzingii, RFLP-PCR de la

region ITS-5.8S

Hanseniaspora sp., Issatchenkia orientalis, Pichia Segura, 2009

membranifaciens, Rhodotorula sp., Saccharomyces

cerevisiae, Schizosaccaromyces pombe, Torulaspora

delbrueckii, Zygosaccharomyces sp., Zygoascus sp. Y

Zygosaccharomyces rouxii
Mezcal de Clavispora lusitaniae, Pichia fementans y Kluyveromyces RFLP-PCR de la Escalante-
San Luis marxianus region del ITS- Minakata et
Potosi y Zymomona mobilis subsp. mobilis y pomaceae, Weissella 5.8S, 16S ADNr al., 2008
Zacatecas cibaria, Weissella paramesenteroides, Lactobacillus

pontis, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus plantarum y

Lactobacillus farraginis.

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus kefir, 16S ADNr Escalante et

Lactobacillus acetotolerans, Lactobacillus hilgardii, al., 2004

Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
Pulque pseudomesenteroides, Microbacterium arborecens,

Flavobacterium johnsoniae, Acetobacter pomorium,

Gluconobacter oxydans, Hafnia alvei. 16S ADNr

Lactobacillus paracasei, Lactobacillus sanfranciscensis,
Lactobacillus sp., Leuconostoc citreum, Acetobacter
orientalis, Leuconostoc lactis.

Herrera, 2008

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1
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Pichia anémala,

Saccharomyces cerevisiae,

spp.,
Zygosaccharomyces bailii,

Issatchenkia/Pichia Saccharomyces
Candida

bruxellensis y

ludwigii,
milleri, Brettanomyces
Zygosaccharomyces rouxii.

La identificacion y clasificacion de bacterias y
levaduras por técnicas microbiolégicas dependen
del aislamiento, de sus caracteristicas
morfologicas vy fisiolégicas (Heras-Velazquez et
al., 2003; Diaz & Wacher, 2003; Orbera, 2004).
Estos métodos tienen la desventaja de ser
complejos, laboriosos y tiempo-demandantes
1999;

Granchi et al., 1999; Las Heras-Velazquez et al.,

(Deak, 1998; Esteve-Zarzoso et al.,

2003). Ademas, algunas veces los resultados
pueden ser dudosos, porque la morfologia de
los  microorganismos dependen de las
condiciones del cultivo. De ahi, que el uso de
métodos microbioldgicos para la identificacion
precisa de microorganismos en procesos
fermentativos resulte inadecuada (Deék, 1998).
Una alternativa para la identificacion de bacterias
y levaduras es aislarlos vy tipificarlos mediante
técnicas de hiologia molecular, otra es utilizar
métodos que no dependen del cultivo, en los que
se extraen los &cidos nucleicos directamente del
alimento. El analisis de polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP) es una de
las técnicas comunmente utilizadas para la
clasificacién de microorganismos basadas en el
ADN y por medio de la cual es posible distinguir
microorganismos a nivel de especie (Penderson,
1986; Granchi et al., 1999; Orbera, 2004). Con el
uso de ésta técnica, Esteve-Zarzoso et al. (1999)
generaron una base de datos para Ila
identificacién rapida y facil de 132 levaduras
pertenecientes a 25 diferentes géneros. En la

mayoria de los casos el tamafio del producto de

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1

PCR vy los patrones de restriccion obtenidos con
las endonucleasas Cfol, Haelll y Hinfl mostraron
un patrén Unico para cada especie. La extraccion
directa de ADN y la amplificacién de la region del
gen 16S ARNr en procariotes y 18S ARNr en
eucariotas proveé una alternativa en estudios
taxénomicos y filogenéticos (Borneman et al.,
1996; Dojka et al., 1998; Escalante et al., 2001,
Diaz & Wacher, 2003; Rivas, 2004). Escalante-
Minakata et al. (2008) identificaron la comunidad
de levaduras en la fermentacion del mezcal de A.
salmiana producido en San Luis Potosi mediante
el uso de la técnica de RFLP-PCR de la region
del ITS-5.8S. Las levaduras identificadas fueron
Pichia

Kluyveromyces marxianus.

Clavispora lusitaniae, fementans vy

En el caso del
mezcal de Sola de Vega en el estado de Oaxaca
obtenido a partir de A. angustifolia Haw, el grupo
principal de levaduras identificadas pertenecen al
género Candida sp., seguido por Kloeckera y
Rhodotorula. Se encontr6 a Saccharomyces
cerevisiae al inicio de la fermentacién pero en
pequefia cantidad (Andrade-Meneses & Ruiz-
Teran, 2004). En contraste, estudios reportados
por Segura (2009) en los fermentos de A.
angustifolia Haw, mostraron 26 especies de
levaduras pertenecientes a 18 géneros mediante
la técnica de RFLP-PCR de la region ITS-5.8S.
El estudio se realizé en 3 fabricas del estado de
conocidas como Las

Oaxaca Margaritas,

Danzantes y Chagoya. Las levaduras
encontradas fueron: Brettanomyces sp., Candida
sp., Candida boidinii, Candida
Candida Candida

Citeromyces matriensis, Cryptococcus kuetzingii,

coliculosa,
intermedia, parapsilosis,

Hanseniaspora sp., Issatchenkia orientalis,

Pichia membranifaciens, Rhodotorula sp.,

Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccaromyces
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delbrueckii,

pombe, Torulaspora

Zygosaccharomyces sp., Zygoascus sp. VY
Zygosaccharomyces rouxii. En los mostos de A.
durangensis se reportd la presencia de
Kluyveromyces marxianus, Clavispora lusitaniae,
Schwanniomyces  Castelli,  Saccharomyces
unisporus y S. cerevisiae en las fabricas Nombre
de Dios y el Mezquital en el estado de Durango
2009).

Hernandez et al. (2009) analizaron los mostos de

(Martell-Nevarez et al., Jacques-
mezcal de la region de la Sierra de San Carlos
en Tamaulipas, en el que cual se emplea
principalmente A. americana L, A. lophantha
torrey, A. funkiana k., A. montium-sancticaroli e
identificaron mediante la amplificacion vy
secuenciacion de la regién ITS-5.8S la presencia
de K

mexicana, R.

marxianus, Hortaea werneckii, P.
delbrueckii, S.

cerevisiae, P. delftensis, Geotrichum klebahnii,

glutinis, T.

C. lusitaniae y P. membranifaciens. Arratia et al.
(2009), identificaron la presencia K. marxianus,
T. delbrueckii, S. cerevisiae, P. kluyveri, P.
guilliermondii, P. mexicana, C. lusitaniae, Z. balilii
y C. parapsilopsis en los mostos de la region de
San Carlos, San Nicolas y Burgos en
Tamaulipas.

Referente a las bacterias, Escalante et al.
(2004) estudiaron

diversidad bacteriana en pulque, una bebida

la caracterizacion de la

alcohdlica (no destilada) mediante librerias de
clonas del 16S ADNr. Este andlisis revel6 que la
diversidad bacteriana en pulgue es dominada en
un 80.97% por Lactobacillus como son: L.
kefir,

plantarum, ademas demostraron la presencia de

acidophilus, acetotolerans, hilgardii, y

Leuconostoc pseudomesenteroides,
Microbacterium  arborecens, Flavobacterium
johnsoniae, Acetobacter pomorium,
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Gluconobacter oxydans y Hafnia alvei. Mediante
la secuenciaciéon del gene 16S ADNr, Herrera
(2008) diferenci6 6 especies de bacterias
diferentes a partir de aislados de aguamiel,
pulgue y semilla, entre las que se encuentran
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
sanfranciscensis, Lactobacillus sp., Leuconostoc
citreum, Acetobacter orientalis y Leuconostoc
lactis. Escalante-Minakata et al. (2008) realizaron
la identificacion molecular de bacterias en el
proceso de fermentacibn del mezcal de A.
salmiana a partir de la regién del gene 16S
ADNr. Los resultados mostraron la presencia de
8 especies diferentes, siendo las bacterias acido-
lacticas las que se encontraron en mayor
abundancia. Entre las bacterias identificadas
destacan la Zymomona mobilis subsp. mobilis y
cibaria,  Weissella

pomaceae, Weissella

paramesenteroides, Lactobacillus pontis,
Lactobacillus kefiri, Lactobacillus plantarum vy
Lactobacillus farraginis. Lappe-Oliveras et al.
(2008), confirmaron los trabajos publicados por
Escalante-Minakata et al. (2008) ya que en los
procesos fermentativos de bebidas mexicanas
de agave estan presentes bacterias lacticas
principalmente y levaduras Saccharomyces y no-
consorcios

Saccharomyces formando

microbianos complejos y que esto impacta
significativamente en  las  caracteristicas

sensoriales asi como el valor nutricional.

DESTILADO Y SU AROMA
Para la destilacion se utilizan alambiques de
cobre tipo charentais que estd construido

completamente de cobre laminado para

aumentar su resistencia y conseguir una

superficie lisa con el propdsito de evitar la
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una ves producido es embasado sin un proceso

incrustacion de sustancias gruesas y realizar
2003). El

alambique se compone de una olla (es comun

mas facil la limpieza (Flanzy,
que tenga capacidad de 1100 litros) en la que se
colocan los mostos fermentados, por encima de
la olla se encuentra la cabeza o turbante que
recoge los gases y los conduce a los platos
refinadores, pasando posteriormente  al
refrigerante donde se enfrian y licuan los gases
al pasar por un serpentin sumergido en una
pileta de agua (Zamora, 1997). El proceso
finaliza cuando el alcohdmetro colocado a la
salida del serpentin indica aproximadamente 3%
(v/v). A lo largo del proceso de destilacion se
obtienen tres fracciones principales: Las
cabezas, el corazén y las colas. Las primeras
fracciones del destilado que constituyen las
cabezas son ricas en alcohol pero también en
compuestos volatiles indeseables (acetato de
etilo, etanal, metanol, etc.), después continua la
segunda fraccion 0 corazon hasta
aproximadamente un 60% (v/v), que serd el
futuro mezcal y finalmente se obtienen los
compuestos  de alto peso molecular.
Posteriormente, el destilado es estandarizado
con agua con base en la norma mexicana de
bebidas alcohdlicas y el producto terminado se
almacena (Gonzalez-Hernandez, 2005). Durante
el proceso fermentativo se desarrollan la mayor
cantidad de compuestos volatiles que son
obtenidos mediante la destilacién de los mostos.
Durante la permanencia de los destilados en
barricas de roble blanco o encino se llevan a
cabo una serie de reacciones quimicas que
transforman al producto adquiriendo
caracteristicas organolépticas propias. Segun su
maduracion el mezcal se clasifica en joven,

reposado y afiejo. El mezcal joven es aquel que

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1

de maduracién. El mezcal reposado permanece
en recipientes de madera de roble blanco o
encino para su estabilizacion por al menos 6
meses y en el caso del mezcal afiejo, es sujeto a
un proceso de maduracién de por lo menos un
afio en recipientes de roble blanco o encino cuya
capacidad maxima es de 200 litros. Todos los
mezcales pueden ser abocados. En mezclas de
diferentes mezcales afiejos, la edad para el
mezcal resultante serd el promedio ponderado
de las edades y volimenes de sus componentes.

El aroma de un alimento o bebida se puede
definir como la sensacién global producida por
los compuestos que interaccionan con las
terminaciones nerviosas sensitivas del gusto,
olfato y la vision (Goff & Klee, 2006). El aroma
esta compuesto por centenares de compuestos
volatiles que pertenecen a distintas familias
quimicas y que se encuentran en concentracion
muy variable (Ruiz y Martinez, 1997). Cabe
mencionar que el umbral de percepcién de las
sustancias que condicionan el aroma puede
variar desde pg/l a mg/l, pero no necesariamente
por encontrarse en mayor concentracién su
incidencia sera mayor (Riu, 2005). En este
sentido, el impacto sensorial esta relacionado
con la presencia de compuestos volatiles. El
aroma puede provenir de la planta llamado
aroma primario que incluye dos subcategorias:
El varietal (compuestos volatiles libres presentes
en la planta que dependen de la variedad
utilizada 'y sus caracteristicas) y el
prefermentativo (aromas que se liberan de su
combinacion con ofras sustancias llamadas
precursores, debido a la actividad enzimatica
provocada por la tecnologia aplicada). ElI aroma

secundario proviene de los microorganismos que
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se desarrollan durante la primera fermentacion;

esta ligado a la presencia de ciertos tipos de
enzimas y es el aroma mayoritario. EI aroma
terciario o post-fermentativo es el que se forma
durante el afiejamiento. Este Ultimo se desarrolla
mediante reacciones quimicas y/o bioquimicas a
partir de aromas de etapas anteriores (Riu,
2005). De ahi que los compuestos volatiles
presentes en los mezcales provienen de la
planta y se van acumulando a lo largo del
proceso. Pefia-Alvarez et al. (2004) analizaron
los terpenos presentes en plantas de A.
salmiana, A. angustifolia y A. tequilana. De un
total de 32 terpenos identificados, 21 de ellos se
encontraron exclusivamente en el A. tequilana.
El linalool, geraniol, p-cimene, limoneno, B-trans-
ocimo y trans-nerolidol fueron encontrados en las
tres especies de agave analizados. Otras
moléculas de interés son los acidos grasos de
cadena larga presentes en las plantas de agave
ya que éstos juegan también un papel importante
en el perfil aromatico de la bebida. Los acidos
grasos en presencia de altas concentraciones de
etanol, durante el afiejamiento, reaccionan entre
si formando ésteres. En plantas de A. salmiana,
A. angustifolia y A. tequilana se han identificado
4cidos grasos de cadena larga (Pefia-Alvarez et
al., 2004). (2004),

proponen que la cuantificacion de los ésteres

Vallejo-Cordoba et al.

puede ser una alternativa para la clasificacion de
los diferentes tequilas

En los tequilas se han reportado alrededor
de 175 compuestos que pertenecen a las
familias de los acetales, acidos, alcoholes,
diferentes compuestos volatiles mediante el uso
de microextraccion en fase sélida del espacio de
diferentes

cabeza de los destilados;
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aldehidos, ésteres, furanos, cetonas, fenoles,
piracinas, compuestos con azufre y terpenos.
Entre los mas importantes y que podrian ser los
responsables del olor se encuentra: El

isovaraldehido, alcohol isoamilico, B-
damascenona, 2-feniletanol y vainillina (Benn &
Peppard, 1996). Lépez (1999) reportd que los
compuestos mayoritarios presentes en el tequila
son el etanol, alcohol isoamilico, feniletanol, y los
acidos acético, decanoico y dodecanoico. De
Ledn-Rodriguez et al. (2006) identificaron 37
compuestos volatiles en mezcales comerciales
(joven, reposado y afiejo) de A. salmiana,
mediante el uso de técnicas cromatograficas.
Nueve de los compuestos identificados fueron
clasificados como compuestos mayoritarios;
entre los que destacan los alcoholes saturados,
el lactato de etilo, etil 2-hidroxipropanoato y el
acido acético; aquellos que se encontraron en
menor concentracién se encuentran alcoholes,
aldehidos, cetonas, etil ésteres de cadena larga,
acidos organicos, furanos, terpenos, alquenos y
alquinos. Algunos ya se encuentran reportados
bebidas

De Ledn-Rodriguez et al.

en tequilas y otras alcohdlicas.
Posteriormente,
(2008°), realizaron un andlisis exhaustivo de
compuestos que permitieran clasificar 0
identificar los origenes de destilados de agave
producidos en la Republica Mexicana. Entre las
bebidas estudiadas se encuentran la Raicilla,
Sisal, Sotol, Bacanora, Mezcales obtenidos a
partir de diferentes especies de agave, Tequila y
Pulgue (bebida alcohdlica de agave no
destilada). En el trabajo se identificaron 105
posteriormente fueron separados y analizados
por cromatografia de gases acoplado al

espectrometro de masas. Se determind que 17
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compuestos volatiles podrian ser referidos como

marcadores de autenticidad. El andlisis
multivariante de los compuestos mayoritarios
(concentraciones superiores a 10 mg/l) mostré
que es posible distinguir las diferentes bebidas a
partir de ellos, es decir, es posible obtener una

clasificacién de acuerdo a su concentracion.
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RESENA DESDE LA COMISION DE PREMIOS DEL XIV CONGRESO
NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

El Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria es también el foro para
distinguir a estudiantes e investigadores por su trabajo y trayectoria. La evaluacién de los
premios se lleva a cabo por una comision que renueva sus miembros cada 2 afios y que
ahora se encuentra integrada por los doctores Laura Palomares Aguilera, Gabriela
Sepulveda Jiménez, Carlos Regalado Gonzéalez y Jaime Ortega Lopez, sin embargo durante
el congreso contamos ademas con el apoyo de expertos en diferentes areas para la
evaluacion de los carteles: Blanca E. Garcia Almendarez, Maricarmen Quirasco Baruch, Sara
Solis Pereira, Daniel Genaro Segura Gonzalez, Maria Elena Rodriguez Alegria, José Adelfo
Escalante Lozada, Marcela Ayala Aceves, Beatriz Ruiz Villafan y Maria Soledad Cérdova
Aguilar. Mi agradecimiento a todos ellos por su invaluable participacion.

El martes 21 de junio del 2011 se entrego el premio “Alfredo Sanchez Marroquin” que
distingue a las mejores tesis en Biotecnologia y Bioingenieria en los niveles de licenciatura,
maestria y doctorado. En este premios se reconoce el esfuerzo y el mérito intelectual de
estudiantes, que trabajando en instituciones mexicanas, contribuyen al desarrollo de estas
disciplinas en nuestro pais. Este premio es patrocinado desde 1999 por la empresa Yakult
quien siempre se ha mostrado interesado y generoso con la Biotecnologia y Bioingenieria en
México.

Se inscribieron 29 tesis, todas ellas de calidad excepcional, asi que la comision de
premios tuvo que revisarlas una y otra vez para llegar a un acuerdo unanime. Por su trabajo
quiero felicitar a todos los participantes y en especial a los ganadores que en esta ocasion
fueron:

En la categoria de Doctorado, el Dr. German Plascencia Villa por el trabajo “Desarrollo
de nanoparticulas mediante la funcionalizacién de proteinas virales de rotavirus. UNAM.

En la categoria de Maestria, la M. en C. Andrea Sabido Ramos por el trabajo
“Construccion y caracterizaciéon de un sistema para la expresién cromosomal de genes en
Escherichia coli”. UNAM.

Y en la categoria de Licenciatura al Ing. José Israel Hernandez Oropeza por el trabajo

“Construccion de rutas bioquimicas simplificadas y analisis metabdlico de la acumulacion de
trehalosa en Sacharomyces cervisiae”. IPN.
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El jueves 23 se realiz6 la entrega del premio “Sergio Sanchez Esquivel’ que fue
establecido para estimular a estudiantes mexicanos sobresalientes durante la realizacion de
su tesis. Para lograr este objetivo, se apoya a los estudiantes que inician el trabajo
experimental que los llevara a obtener el Titulo de Licenciatura o el Grado de Maestro o
Doctor en cualquiera de las areas de la Biotecnologia o Bioingenieria, y se les convoca a
participar enviando los protocolos de sus proyectos de investigacion.

Este premio fue patrocinado por Applikon Biotechnology, mi agradecimiento al Ing.
Manuel Melo y a John Chory (Presidente de Applikon) por su amable disposicién para ser
parte de la SMBB y de sus premios. En respuesta a esta convocatoria se recibieron 16
protocolos de estudiantes de diversas instituciones de ensefianza del pais y la comision de
premios dictaminé por unanimidad premiar los siguientes trabajos:

En la categoria de doctorado, al estudiante Alfredo Vazquez Ovando por el protocolo:
“‘Relaciones entre marcadores moleculares y las caracteristicas de calidad del grano de
Theobroma cacao L. cv. Criollo cultivado en el Soconusco, Chiapas” Universidad Autbnoma
de Chiapas (UACH).

En la categoria de maestria al estudiante Reynaldo de la Cruz Quiroz por el protocolo
“Optimizacion de las condiciones de produccién de una elagitanasa fungica”. Universidad
Auténoma de Coahuila (UAC).
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En la categoria de licenciatura al estudiante Daniel Isui Aguilar Salvador por el trabajo
“Estudio de mecanismos de recombinacion genética codificante para proteinas con potencial
terapéutico en E. coli. UNAM.

La participacion en el congreso y el reconocimiento para los miembros consolidados de la
SMBB también se hizo presente; en especial, se destaco la contribucion de los doctores
Sergio Sanchez Esquivel y Enrique Galindo Fentanes, quienes se hicieron merecedores del
reconocimiento Miembro de Honor, el cual se instituyé hace 2 afios en el congreso de
Acapulco.
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Ademas, durante el congreso se evallan y distinguen todos los dias los tres mejores
carteles presentados por estudiantes, importante distincion considerando que el numero
diario de carteles expuestos es en promedio de 180.

Finalmente, tuvimos el gusto de escuchar a los ganadores del premio Carlos Casas
Campillo 2010: Dres. Isabel Gomez (IBT-UNAM) y Francisco Barona (Langebio, IPN) quienes
presentaron su trabajo al pleno.

Toda la informacién referente a las distinciones (Convocatorias, mecanica de
seleccion, Comision de premios, ganadores, etc.) puede consultarse en la pagina de la
SMBB.

Quiero reiterar mi felicitacion a todos los ganadores y mi agradecimiento a los

patrocinadores Yakult S.A. de C.V. y Applikon Biotechnology; a la comision de premios y a
todos los que nos apoyaron en la seleccidn de los trabajos.

Dra. Romina Rodriguez Sanoja
Presidente de la Comision de Premios SMBB

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 1 74



.

INFORME FINANCIERO XIV CONGRESO NACIONAL

Informe Financiero del XIV Congreso Nacional de Biotecnologiay

Bioingenieria

Durante el 2011 la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria (SMBB) celebro6 la
décima cuarta edicion de su Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, del 19 al
24 de Junio en la ciudad de Querétaro. La organizacién del evento inicié desde que la actual
Mesa Directiva de la SMBB tomd posesion en septiembre del 2010. A continuacion se
presenta el informe financiero detallado del Congreso, en funcion del numero de
participantes (socios y no socios), financiamiento por entidades institucionales y empresas,

egresos y balance final.

Participacién e inscripciones

Durante la realizacién del Congreso se logro tener 962 participantes donde el 51 % (495)
fueron estudiantes, 38 % profesionales (254) y el 11 % (106) expositores en stands

empresariales e institucionales (figura 1).

expositores
y = 11%

Figura 1. Distribucién de participantes en el Congreso.

La participacion de no socios en este Congreso fue muy similar a la participacion de socios,
donde un 52% eran no socios frente un 48% de socios. Ademas, el mayor nimero de
participantes se centro en los estudiantes (71%), donde el 40% no eran socios y el 31% si
eran socios. Por su parte, en los profesionales/numerarios se tuvo una participacion del 29

%, donde el 17 % fueron socios y solamente el 12 % no socios (figura 2).
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Estudiantes
socios
31%

Figura 2. Distribucién de socios/no socios participantes en el Congreso.

Financiamiento

E Congreso es pagado con los ingresos directos a la SMBB, tales como pagos de
membresias de los socios, donativos de diversas instituciones y aportaciones de
proveedores. Como puede observarse en la figura 3 se logré un 51% del apoyo de manera
externa a los ingresos de la SMBB (entidades académicas y empresas). Las inscripciones y
las membresias lograron un 49 % del total de los ingresos.

En este Congreso se cobré6 de manera diferencial siendo para estudiantes socios $850 y
profesionales socios $ 2500. Para no socios el cobro fue de $ 2000 para estudiantes y
$4000 para profesionales. Posterior a una primera fecha limite de recepcion de pagos, se
tuvo un incremento en estas cuotas entre un 13y 15%. Asi, en la figura 4 se presenta como
el 66 % de los ingresos fue aportado por los no socios (41 % de estudiantes y 25% de
profesionales), mientras que los socios aportaron el 34% de los costos (21 % de

profesionales y 13 % de estudiantes).
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Apoyo
Entidades
academicas
21%

Membresias
8%

Figura 3. Distribucién de ingresos totales al Congreso.

Estudiantes
socios
13%

Figura 4. Distribucién de pagos de inscripcién de socios y no socios participantes en

el Congreso.

El 21% de los ingresos que se recibieron fueron de ingresos institucionales (figura 3). La
distribucion de estos ingresos se presenta en la figura 5. Donde el 44% se recibio del
Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) a través de la Direccion de
Planeacion de Ciencia, DADC, a través de la Subdireccion de Evaluacién y Seguimiento
Cientifico, Convenio de Referencia 1010/300/2011 C-450/2011. Ademas, la Secretaria de
Educacion Puablica (SEP) a través de la Subsecretaria de Educacion Superior y de la
Direccion General de Educacion Superior Universitaria (Convenio No.: 2011-09-172-066)
aportaron el 26 % de los ingresos institucionales (figura 5). Apoyos institucionales también
fueron aportados por diferentes Unidades de la Universidad Autébnoma Metropolitana
(Lerma, Cuajimalpa e Iztapalapa), la Universidad Auténoma de Coahuila — Unidad Saltillo, el
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Cinvestav (Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Politécnico Nacional),
MéxicoBio (Inciativa del gobierno municipal de Irapuato, el gobierno del estado de Guanajato
y el Cinvestav) y la Universidad Nacional Autbnoma de México a través del Instituto de
Biotecnologia, el Instituto de Ingenieria, el Programa Universitario de Alimentos y el Instituto

de Investigaciones Biomédicas (figura 5).

UNAM- Programa U. de
alimentos - FP7
1%

UNAM - Inst.
UNAM - Biotecnologia
Inst. Inv. 2%
Biomédicas
1%
ol

Cinvestav-DF U. Auténomade
3% Coahuila, Unidad Saltillo
1%

UNAM- Inst. Ingenieria
3%

Secretaria de Educacion

Consejo Nacional de
Cienciay Tecnologia
44%

UAM- Unidad
Iztapalapa
3%
UAM- Unidad Iztapalapa
(Direccion CBS y Biotec) yAM- Unidad

6% Cuajimalpa UAM-Unidad Lerma
2% 4%

Figura 5. Distribucién de ingresos institucionales al Congreso.

El 30% de los ingresos que se recibieron para la realizacion del congreso fueron
provenientes de empresas (figura 3). La distribucion se presenta en la figura 6. La mayoria
de las empresas aportaron en efectivo por la compra de stands en la feria de proveedores
gue se llevo a cabo en el Expocentro Juriquilla durante el congreso. Pero otras empresas
participaron en especie pagando los elementos que consistian el morral del participante. Es
asi como Qiagen dond los morrales, Biofabrica Siglo XXI S.A. de C.V. dond los programas,

Sigma-Aldrich las memorias en formato digital e IbMol las plumas y las libretas.

Se agradece la participacion de las siguientes compafiias: Applikon Biotechnology, Merk-
Millipore, Elga LabWater, PerkinElmer, Biorad, Quimica Valaner, Thermolab, Qiagen, Pure-
Process, Ibmol, Yakult, Accesolab, Sigma-Aldrich, Prepotech, Alta Tecnologia En
Laboratorio, Biosistemas Avanzados (Biosis), Pharmacur, Alcesa, Petramin, Biofabrica Siglo

XXI, Equipar , Uniparts, Inolab, Beckman, Lab Tech y Sartorius.
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Figura 6. Distribucién de ingresos de empresas al Congreso.

Egresos del Congreso

La figura 7 presenta de manera detallada los gastos del Congreso. Los gastos mas
relevantes son aquellos asociados a la empresa operadora del Congreso (Grupo Ecodsa)
quienes con un 24% de los costos tuvieron a su cargo todo el Registro in situ de
participantes, reservaciones en hoteles (sede y subsedes), ademas de la logistica de sonido
y audiovisual, como la ejecucion completa de la feria de proveedores en el Expocentro-
Juriquilla.  Los recesos de café (15%) y recesos en la sesién de poster (8%) fueron el
segundo rubro que alcanzo los niveles mas representativos de gastos. Es de remarcar que
con la buena negociacion de la Mesa Directiva Nacional de la SMBB con el Hotel Misién
Juriquilla (y el apoyo del Grupo Ecodsa) se pudo, por primera vez en los Congresos
Nacionales, tener un receso de cervezas y refrescos para la sesion de presentacion de
carteles.

Ademas, y gracias al apoyo de la SEP y del CONACYT, se logr6 becar a 60 estudiantes de
diferentes Universidades del Pais, quienes ademas colaboraron como miembros del staff.
Estas becas consistieron en las noches de hotel y alimentaciéon durante el congreso, que
ademas de aquellas noches de los conferencistas y de la Mesa Directiva Nacional fueron un
16% del gasto del congreso. Las bolsas de los participantes que se presentan en la figura 7,

con un gasto equivalente al 8% del costo total del congreso fue patrocinado por empresas
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privadas como se comento previamente. Con los ingresos de la SMBB se adquirieron a su
vez 6 cafiones de 2500 lumenes y 6 notebooks para trabajo del congreso y de la MDN.
Estos ahora en resguardo en las oficinas de la SMBB seran utilizados en los Simposios y
Congresos Nacionales de la Sociedad. En la figura también se pueden observar los % de los
costos de otras cosas como autobuses, soporte de la pagina web de la SMBB, papeleria y
los eventos culturales y el coctel de bienvenida.

Soporte  Habitaciones becarios
WEB y conferencistas Boletosy viaticos

congreso 16% conferencistas
1% 3%

Papeleriafimpresiones P
4 Operadol

Congreso

24% Coctel de

bienvenida

4%

Autobuses P
1% |

Evento cultural
Mantas y posters 5%
1%

Comprade
Cafonesy Laptops

Bolsa del participante Expocentro/sillas

3% Pago de premios 8% a%
(ASM y SSE) = Recesos de refrescos y
3% Cena mesa directivay cerveza

conferencistas 8%
1%

Figura 7. Distribucién de gastos durante el Congreso.

Balance final

La figura 8 presenta el balance global del XIV Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia y Bioingenieria, donde del monto total de ingresos se utiliz6 un 69% para
eventos del Congreso. El 31% de estos ingresos son de saldo a favor. Este monto a favor
permitird a la SMBB mantener sus funciones y celebrar este 2012 sus 30 afios. Ademas, de
lograr las negociaciones correspondientes para poder llevar a cabo el XV Congreso
Nacional en 2013, a realizarse en Conjunto con el 12th. International Symposium of the
Genetics of Industrial Microorganisms en Cancun, Quintana Roo.
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Figura 8. Distribucién de gastos durante el Congreso.
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Dr. Mauricio Alberto Trujillo Roldan
Tesorero Nacional de la SMBB 2010 — 2012

tesoreriasmbb@gmail.com
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