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GMO (Genetically Modified Organisms or transgenic) are organisms in which at least one new gene
is inserted, and it is different from wild genome.

The most common GMOs crops are soybean, corn, cotton and canola, and are designed to solve
economic problems and specific concerns.

Gene transfer involves the introduction of genetic information (in general in the form of DNA) into
the genome of a cell. In most cases, the stable expression of this information is required. As new
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Phytoremediation, the use of plants to clean up contaminated water and soils, has become a promi-
sing alternative to recover metals in an environmentally friendly manner. Some plant species used
for phytoremediation purposes can also absorb precious metals from solid media. Laboratory and
greenhouse studies showed that alfalfa shoots of plants exposed separately, for 15 days, to 320 mg
L-1 of KAuCl4 and AgNO3, concentrated 264 and 120 mg of gold and silver per kg of dry biomass,
respectively. Additionally, transmission electron microscopy (TEM) studies showed that these plants
formed gold and silver nanoparticles inside the tissues. These results showed for the first time the
possibility of synthesizing quantum dots in living plants, and that it is possible to produce other na-
nostructures of significant value for science and technology.






PRESENTACION

Memorias de la IV Semana de Quimica de
la Universidad Autonoma de Ciudad Juarez
1-4 de abril del 2003

n este tomo especial aparecen varias contribuciones que se presentaron durante la IV Semana

de Quimica, realizada por los estudiantes en honor al maestro en Ciencias Antonio de la Mora

Covarrubias, que por sus facetas académicas, ha ganado el aprecio del estudiante de grado de la
carrera de Quimica. Cabe mencionar que los restos de la coleccion entomoldgica de la Escuela de Agri-
cultura Hermanos Escobar (que en su tiempo fue una las colecciones mas completas a nivel nacional)
ubicada en Ciudad Juarez, fueron rescatados por el M. en C. De la Mora, quien actualmente mantiene
dicha coleccion en la Universidad Auténoma de Ciudad Judrez.

Durante el evento, la participacion de colegas nacionales y extranjeros fomenté el intercambio de
ideas, proyectos y expectativas a cada uno de los asistentes. Estoy seguro que el estimulo que los estu-
diantes de esta Universidad recibieron de las distintas ponencias, fue de ayuda en sus planes como futuros
profesionistas y potenciales estudiantes de posgrado.

Dentro de los compromisos universitarios, reconocidos por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(Conacyt), la Secretaria de Educacion Publica (SEP), el Programa de Mejoramiento del Profesorado (Pro-
mep) y el Sistema Nacional de Investigadores (SNI), se encuentra la difusion del quehacer cientifico, una
de las actividades universitarias. En esta perspectiva, la Semana de Quimica es un vector de difusion de
la investigacion cientifica, tanto de nuestra casa de estudios, como de otras entidades federativas, cum-
pliendo con ello la politica nacional de incrementar el nimero de maestros y doctores en todas las areas
de ciencias exactas, bioldgicas y aplicadas, mediante el estimulo y difusion de la ciencia en México, y qué
mejor estimulo que el estudiante escuche personalmente a los investigadores invitados, e incluso sostenga
charlas con ellos y cuestione los posgrados existentes en sus universidades.

Somos una universidad joven, fundada en 1973, la IV Semana de Quimica se celebro en el marco del
30 aniversario de la UACJ. Las palabras de nuestro rector en términos de investigacion cientifica fueron
muy claras: “La investigacion convive con la academia y cumple su compromiso de generar conocimien-
to. Las lineas de investigacion institucional atienden a un criterio de pertinencia, teniendo el propdsito de
aportar resultados de aplicacion en nuestro entorno...”.

No cabe duda que en general, la Semana de Quimica es parte de la vision de la UACJ, la cual “...pro-
mueve la diversidad cultural y fomenta la identidad nacional y regional; con acceso pleno a la oferta
educativa mundial”.

Este tomo especial de la revista Ciencia en la frontera, publicacion del Instituto de Ciencias Biomédi-
cas, recoge por vez primera las memorias de un evento que es importante para la sociedad de la frontera,
ya que difunde el conocimiento generado tanto en universidades nacionales como de los Estados Unidos
de Norteamérica, es ademas abierto al publico en general; es importante para el estudiante, porque lo
acerca a distintos campos de la investigacion cientifica, dandole la oportunidad de visualizar, por ejemplo,
su tema de tesis; para los profesores e investigadores y para las Instituciones de Educacion Superior, la



Semana de Quimica es un evento importante porque establece vinculos entre los investigadores y sus
instituciones, que se ven favorecidas por el intercambio académico y la potencial creacion de redes
académicas.

Finalmente, deseo agradecer a todos los participantes de esta edicion especial: a los autores de los
articulos, por su dedicacion al escrito; a Jorge Gardea-Torresdey y José Peralta Videla, por su tiempo
en la edicion; a Emilio Alvarez Parrilla, por el auxilio en la impresion; y en general a todo el Consejo
Editorial de la revista Ciencia en la frontera, que me ha guiado y dado animos para editar este tomo
especial y en general a todos los participantes de la IV Semana de Quimica, quienes hicieron de ésta,
un espacio de ideas, oportunidades y crecimiento académico.

jGracias!
Alejandro Martinez

Responsable de la IV
Semana de Quimica, UACJ
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Funcion de las proteinas
que unen nucleotidos de
guanina en la fecundacion

Jests Garcia Soto, Guadalupe Martinez Cadena;

Fernando Covidn Nares, Salvador Manzo Avalg
y Juana Lopez Godinez”

El 6évulo contiene miles de vesiculas secretoras (granulos
corticales) que son importantes en la fertilizacion. En
respuesta a un espermatozoide, dichas vesiculas
secretan su contenido modificando la capa vitelina del
ovulo, generando una barrera que impide el ingreso

de més de un espermatozoide. Durante la oogénesis,

los granulos corticales son formados y translocados del
citoplasma a la regién cortical del oocito. Estudiamos la
localizacién intracelular de la proteina Rho, la cual es una
GTPasa de la superfamilia de Ras, e investigamos su
influencia en la translocacion de los granulos corticales
durante la oogénesis. Concluimos que la proteina Rho
se sintetiza muy temprano en la oogénesis y, al final

de ésta, se asocia con los granulos corticales. Ya que

la inactivacion de Rho impide la translocacion de los
granulos corticales, es posible que Rho regule este
fendmeno a través de los microfilamentos. Al término

de la translocacion de los granulos, el dvulo adquirira la
capacidad de ser fertilizado.

Introduccion

La fecundacion representa el mecanismo que utilizan las es-
pecies de reproduccion sexual para propagarse y perpetuarse a
través del tiempo, y consiste en la union de dos células altamen-
te especializadas: el 6vulo y el espermatozoide. La célula resul-
tante es el cigoto, cuya identidad genética es Unica y diferente
a la de sus progenitores. La fecundacion presenta dos aspectos
importantes: la fusién de dos nticleos haploide que retinen en el
cigoto una seleccion de genes de dos individuos distintos, o de
uno solo en el caso de la autofecundacion, y la iniciacion del
desarrollo de un nuevo individuo. El estudio de la fecundacion

requiere de la identificacion y caracterizacion de todos los me-
canismos celulares y moleculares que participan en ella. Para
su estudio se han utilizado diversos modelos biolégicos como el
raton y hamster, sin embargo, uno de los modelos mas utilizados
son los invertebrados marinos, especialmente el erizo de mar.
Este representa un modelo biolégico bastante atractivo para
llevar a cabo estudios de fecundacion y, a pesar de la distancia
evolutiva que hay entre los equinodermos y mamiferos, existen
evidencias que demuestran que muchos de los mecanismos mo-
leculares de la fecundacion son semejantes en ambos grupos. Por
lo tanto, las conclusiones a las que se puede llegar a partir de
los resultados obtenidos en erizo de mar, podran dar evidencias
directas de lo que sucede en mamiferos.

Desde el punto de vista experimental, los erizos de mar son un
modelo ideal para trabajar en la fecundacion, ya que la reproduc-
cion de estos organismos se lleva a cabo en el agua de mar. Esta
condicidn es capaz de repetirse facilmente en el laboratorio. Se
pueden obtener erizos todo el afio y la disponibilidad de gametos
es muy alta, ya que una hembra llega a producir 1 X 10° 6vulos
por ml, mientras que un macho 3 X 10'° espermatozoides por ml
de semen. La figura 1 muestra algunos aspectos de la morfologia
del évulo.

Para que la fertilizacion sea fructifera, ambos gametos transi-
tan a través de etapas de maduracion, conocidas como oogénesis
y espermatogénesis. A su vez, la fusion de los gametos maduros
da lugar al cigoto, quien emprende un complejo programa de
desarrollo y diferenciacion celular. Durante la maduracién, asi
como en la fertilizacioén y en el desarrollo, intervienen vias de
transduccion de sefiales que modulan multiples procesos celu-
lares.

Transduccion de sefiales

Las células tienen la capacidad de responder a los estimulos o se-
fiales que desde el entorno arriban a su superficie. Tales sefiales,
que acarrean informacion, pueden ser sustancias quimicas como

* Instituto de Investigacion en Biologia Experimental, Facultad de Quimica, Universidad de Guanajuato
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Figura 1. En la parte superior se muestra la imagen de un
ovulo de erizo de mar. La barra equivale a 20 mm. En la
parte inferior se muestra un diagrama que resalta algunas
estructuras del 6vulo.

las hormonas y nutrientes o fisicas como la luz y la gravedad. Al
arribar a la superficie celular, una sefial puede ser capturada por
receptores, amplificada y transmitida al citoplasma, donde culmina
en una determinada respuesta celular que puede ser un proceso de
diferenciacion celular, de proliferacion, secrecion o activacion del
metabolismo, entre otros.

En la recepcion y transmision de sefiales bioldgicas participa
una compleja red de elementos constituidos por diversas proteinas,
algunas de las cuales generan segundos mensajeros. El conjunto de
tales elementos constituye una via de transduccion celular.

Las proteinas que unen nucleétidos de guanina, también
denominadas proteinas G, juegan un papel importante en la
transduccion de sefiales, ya que acoplan un receptor activado con
una proteina efectora. Son capaces de modular enzimas como la
adenilato ciclasa y la fosfolipasa C o canales i6nicos asi como la
expresion de genes, el transporte intravesicular y el rearreglo del
citoesqueleto de actina [1]. Existen decenas de proteinas G con
caracteristicas estructurales basicas, por lo que se han clasificado
en heterotriméricas y monoméricas.

Las proteinas G heterotriméricas estan conformadas por las
subunidades o,  y y [2], las cuales se mantienen como un trimero
cuando a une GDP; a se disocia de b y g cuando une GTP y es la
forma funcionalmente activa. La transicion entre los estados acti-
vo ¢ inactivo depende de la actividad intrinseca de GTPasa de la
subunidad a. Entre las subunidades Ga mejor caracterizadas estan
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la Gs, Gi, Go y Gz. Algunas de ellas son sustratos para toxinas
bacterianas que funcionan como ADP-ribosiltransferasas como Gs
que es sustrato para la toxina de V. colera y Gi/Go para la toxina
de B. pertussis [3]. Esta propiedad es una ventaja muy 1til para su
identificacion.

Las proteinas G monoméricas se han agrupado en la superfa-
milia de Ras y son funcionalmente analogas a la subunidad a de
las proteinas G heterotriméricas. Cuentan, ademas, con proteinas
accesorias que contribuyen a su funcion como GEF, GDI y GAP.
En eucariotes existen mas de 100 proteinas G monoméricas, desde
levaduras hasta el hombre y se agrupan en la superfamilia de Ras
[1]. Esta comprende las familias de Ras, Rho, Rab, Sarl/Arfy
Ran con sus correspondientes subfamilias.

Las proteinas de la familia de Rho participan en multiples pro-
cesos celulares, entre los que se cuentan el rearreglo del citoes-
queleto de actina, progresion del ciclo celular, movilidad celular,
trafico intracelular de vesiculas y apoptosis [4]. La subfamilia de
Rho comprende primordialmente a las isoformas denominadas
A, By C, las cuales son sustratos especificos para la actividad
enzimatica de mono(ADP-ribosil)transferasa de la toxina C3 de
Clostridium botulinum [5].

In vivo, C3 inactiva a Rho impidiendo la interaccion con su
efector y, por ende, aquellas funciones dependientes de Rho. Las
proteinas Rho se sintetizan en el citosol y, mediante una isopre-
nilacion, se asocian con la membrana plasmatica donde son fun-
cionalmente activas; también es posible ubicar a Rho en vesiculas
secretoras [6,7].

Diferenciacion de un oocito en un 6vulo maduro

Un oocito u évulo inmaduro es incapaz de ser fertilizado y, en caso
de serlo, se vuelve polispérmico y eventualmente muere [8]. De
aqui que durante la oogénesis se desarrollan mecanismos de dife-
renciacion tendientes a convertir al oocito en un 6vulo maduro, es
decir, provisto de las herramientas moleculares que le ayudaran a
prevenir la polispermia durante la fertilizacion y, a la vez, encen-
der y operar el programa de desarrollo del embrion.

Poco se conoce sobre los mecanismos implicados en la oogé-
nesis. En erizos de mar, la etapa mas tardia de la oogénesis, que
convierte al oocito en un 6vulo fertilizable, es un proceso de
maduracién meiotica que se distingue por el desplazamiento de la
vesicula germinal a la region cortical, seguido por la disolucion de
la membrana de la vesicula, la desaparicion del nucleolo y la ge-
neracion de dos cuerpos polares producto de la primera y segunda
division meidtica para finalmente dar lugar al pronticleo [9]; este
signo visible de la maduracion de un oocito se conoce como rom-
pimiento de la vesicula germinal.

Durante las etapas tempranas de la oogénesis, se generan en el
Aparato de Golgi miles de vesiculas que se acumulan en el cito-
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plasma del oocito y que, en un momento de la oogénesis, migran
hacia la corteza del oocito para adherirse a la cara interna de la
membrana plasmatica, formando una monocapa muy compacta de
vesiculas secretoras (Fig. 2). Este fendmeno es un signo inequi-
voco de la maduracion del oocito. Segundos después de que un
espermatozoide fertiliza a un 6vulo maduro, el contenido de los
granulos corticales es liberado al espacio perivitelino del 6vulo
a través de un proceso de exocitosis dependiente de una sefial de
Ca? proveniente de depdsitos intracelulares [10]. La exocitosis
de los granulos corticales libera enzimas hidroliticas y proteinas
estructurales que transforman la capa vitelina del 6vulo en una
barrera infranqueable a los espermatozoides supernumerarios,
bloqueando la polispermia. Inicia entonces el desarrollo embrio-
nario.

Tanto el rompimiento de la vesicula germinal como la transloca-
cion de los granulos corticales (Fig. 2), son signos de la maduracion
de un oocito para convertirse en un 6vulo maduro, listo para ser
fertilizado y prevenir la polispermia; ambos procesos se encuentran
estrechamente ligados. Por lo anterior, la translocacion de los gra-
nulos corticales constituye un paso crucial en la maduracion, siendo
un proceso finamente regulado, por lo que cabe preguntarse: ;Cual
es la sefial que determina el desplazamiento de los granulos corti-
cales? ;Qué proteinas estan implicadas en este trafico intracelular?
(Como se regulan tales proteinas? Recientemente se encontr6 que
el citoesqueleto de actina participa en el movimiento de los gra-
nulos corticales [11,12], por lo que pensamos que si Rho se asocia
con estas vesiculas [6], esta proteina puede estar participando en
dirigir su translocacion.

A continuacion se presentan algunos resultados que demues-
tran la participacion de la proteina G tipo Rho en la maduracion.
También se muestran algunos avances relativos al posible papel de
Rho en el desarrollo.

QOocito

Figura 2. La translocacion de los granulos corticales desde
el citoplasma a la region cortical es un paso limitante en
la maduracion del oocito y fundamental en la prevencion
de la polispermia.
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El trafico intracelular de los granulos

corticales es regulado por la proteina g tipo Rho

Se mencion6 con anterioridad que Rho es susceptible de ser ADP-
ribosilada por la toxina C3 de Clostridium botulinum. En la reac-
cion catalizada por C3, el NAD dona la porcion correspondiente
a ADP-ribosa a un residuo de Asparagina de la proteina Rho. Si
en un ensayo bioquimico se utiliza [*?P]NAD, la [*?P]ADP-ribosa
incorporada a Rho puede ser detectada mediante una electroforesis
en gel de poliacrilamida seguido de la exposicion del gel a una
pelicula de rayos-X para poder detectar la proteina Rho. Con esta
metodologia, se realizd un experimento para demostrar mediante
ADP-ribosilacion con la toxina C3 la presencia de Rho en los
oocitos. Para esto, se prepard un homogenado con oocitos recién
aislados y se someti6 a ultracentrifugacion (100,000g, 1 h); las
membranas y el citosol se incubaron con [**P]NAD 10 mM y 0.1
ng de la toxina C3. Al cabo de una hora las muestras se sometieron
a electroforesis y posterior autorradiografia (Fig. 3).

La Figura 3 (carril 1) muestra la presencia de una proteina ADP-
ribosilada. Esta proteina se distribuye entre el citosol y las membra-
nas (carriles 2 y 3, respectivamente). La especificidad que tiene C3
para ADP-ribosilar a Rho significa que es incapaz de ADP-ribosilar
a otra proteina, por lo que se concluye que la proteina ADP-ribosi-
lada en los oocitos corresponde a Rho. Experimentos de “western
blot” confirman la presencia de esta proteina.

Mediante microscopia de epifluorescencia, se estudio la dis-
tribucion intracelular de Rho en el oocito. Previos resultados
mostraban que en el 6vulo ya maduro la proteina Rho se encuentra
asociada a granulos corticales, por lo que nos preguntamos qué
funcién o funciones podria tener Rho al estar presente en estos
organelos, asi como en qué momento del desarrollo del oocito, la
proteina Rho se incorpora al granulo cortical. Para tratar de con-
testar estas preguntas hicimos un experimento de inmunofluores-
cencia indirecta, para lo cual incubamos cortes de gonadas fijadas
en parafina con los anticuerpos primarios anti-Rho y anti-hialina;
con este Gltimo anticuerpo podriamos obtener informacion sobre la
localizacion intracelular de los granulos corticales, ya que la hia-
lina es una proteina exclusiva de estos granulos. Posteriormente,
los cortes se incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados
a fluorocromos de distintos colores que van dirigidos contra los
anticuerpos primarios y se observo al microscopio. En el caso de
oocitos con vesicula germinal, los cuales se encuentran en etapas
tempranas de la maduracion con los granulos corticales atin con-
centrados en el citoplasma, se encontrdé que la proteina Rho esta
tanto en el citosol como unida a granulos corticales, y también se
observaron granulos sin atn contener a Rho.

Este resultado abria la posibilidad de evaluar si Rho tenia algo
que ver con el movimiento intracelular de los granulos corticales.
Para ello era importante utilizar una estrategia que permitiera
inactivarla. Con base en que la ADP-ribosilacion por C3 inactiva




1 2 3

Figura 3. Deteccion de la proteina Rho en fracciones ce-
lulares de oocitos, mediante [*?P]ADP-ribosilacion con la
toxina C3 de C. botulinum. Después de [*2P]ADP-ribosilar,
las proteinas se separaron por electroforesis y la marca
radiactiva se reveld por autorradiografia. Carriles:

1. homogenado de oocitos; 2. citosol y 3. membranas.

a Rho, procedimos a incubar con la toxina a oocitos en estadio de
vesicula germinal. Comprobamos que C3 efectivamente entr6 al
oocito y ADP-ribosilé a Rho in situ. Con esta observacion, evalua-
mos la influencia de la ADP-ribosilacion por C3 sobre dos aspectos
importantes y caracteristicos de la maduracion, el rompimiento de
la vesicula germinal y la aparicion del pronucleo. Observamos que
conforme se incrementé la concentracion de C3, se disminuy¢ el
porcentaje de células que lograron llevar a cabo el rompimiento de
la vesicula germinal. Asimismo, mediante el uso de marcaje con
anticuerpos se observo que algunas células presentan un retraso en
el movimiento de los granulos corticales.

Lo anterior nos permite determinar que Rho regula de algun
modo el movimiento de los granulos corticales durante la madura-
cidn del oocito. En conclusion, durante la oogénesis los GC se acu-
mulan uniformemente en todo el citoplasma hasta su maduracion,
momento en el cual se translocan hacia la periferia celular. Los GC
se mantienen alineados a lo largo de la membrana plasmatica hasta
que ocurre la fertilizacion.

Rho en el desarrollo temprano del embrion

Cuando el 6vulo es fertilizado, sufre inmediatamente cambios muy
dramaticos en su fisiologia. Uno de los multiples procesos que
ocurren es la reaccion cortical, la cual consiste en la exocitosis
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dependiente de Ca** de los granulos corticales localizados en la
corteza del 6vulo (ver Fig. 4).

Mediante esta exocitosis, los granulos corticales liberan su
contenido hacia el espacio perivitelino. El contenido consiste en
enzimas y componentes estructurales, todos los cuales contribui-
ran a remodelar la capa vitelina, transforméndola en la “membrana
de fertilizacion”, misma que constituye una barrera que previene
la polispermia.

La exocitosis de los granulos corticales constituye entonces un
proceso fundamental en la fertilizacion, incluso en el humano, por
lo que su conocimiento a nivel molecular es critico para asegurar
el éxito de la fertilizacion. Incluso, en la exocitosis de los granu-
los corticales intervienen proteinas G de bajo peso molecular [13,
14].

Otro proceso es la fusion de los pronucleos del espermatozoide
y del 6vulo, restableciendo el estado diploide. El proceso de desa-
rrollo temprano que se caracteriza por la sintesis de proteinas y la
replicacion del ADN, arranca minutos después de la fertilizacion.
Alrededor de los 90 minutos comienzan a notarse los primeros
signos de la division nuclear y citoplasmica. El anillo contractil o
surco de division celular, de donde parte la division citoplasmica,
esta constituido por Rho, actina y miosina, entre otras proteinas.
En experimentos encaminados a estudiar el papel de Rho en el
desarrollo temprano, observamos que la inactivaciéon de Rho con
C3 impide la formacion del anillo contréctil y la localizacion de
Rho en la zona ecuatorial del cigoto (Fig. 5).

Actualmente nos encontramos estudiando a qué nivel ocurre la
participacion de Rho y estamos tratando de caracterizar las molé-
culas con las que posiblemente interacttia.

Conclusiones

La unioén del 6vulo y el espermatozoide es uno de los momentos
culminantes de la naturaleza, ya que constituye una de las estrate-
gias para la continuacion de las especies. Tanto el espermatozoide
como el 6vulo llegan a este crucial momento después de haber
transitado por procesos de diferenciacion mediante los cuales
logran adquirir las herramientas moleculares que les permitiran
cumplir exitosamente su funciéon. La comprension de los meca-
nismos moleculares que intervienen en la fecundacion, puede
contribuir a resolver diversas problematicas como las relacionadas
con la salud reproductiva.
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Figura 4. La inactivacion de Rho con la toxina C3 impide
la migracion de los granulos corticales a la periferia del
oocito.
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Figura 5. La inactivacion de Rho mediante ADP-ribosila-
cion con la toxina C3 de C. botulinum bloquea la primera
division celular del cigoto @’y b’ son tinciones del DNA con
Hoechst 33258.
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Envejecimiento de las
semillas: sintomas, causas y
mecanismos de proteccion

Irma Bernal Lugo y Adriana Camacho’

El envejecimiento de semillas en almacén comprende dos
fases. Una de relativa estabilidad, donde la pérdida de
viabilidad es lenta y otra donde la pérdida de viabilidad es
dinamica. Ambas fases estan modeladas en las curvas
de sobrevivencia. El estado vitreo del citoplasma y el
sistema enzimatico antioxidante se han propuesto como
mecanismos que evitan las reacciones deletéreas, y

por tanto operarian en el sector de relativa estabilidad.

El progreso rapido del deterioro en el sector de pérdida
dinamica de la viabilidad podria deberse a la pérdida
parcial o total del estado vitreo y a un incremento en

la velocidad de produccion mitocondrial del radical
superoxido; asi como también a la disminucion de los
sistemas antioxidantes para contender con los radicales
de oxigeno generados durante la germinacion de la
semilla. Esto desencadenaria una serie de reacciones
oxidativas responsables quizas del conjunto de sintomas
que caracterizan al envejecimiento como son: la pérdida
de integridad membranal, la disminucién en la actividad
enzimatica y de sintesis de macromoléculas; asi como la
acumulacién de mutaciones cromosomales.

Introduccién

El envejecimiento es un proceso que afecta a todos los seres vivos,
incluyendo las semillas, cuyo envejecimiento se caracteriza por
una pérdida gradual de la viabilidad (capacidad para germinar) y
del vigor (capacidad para germinar en condiciones adversas) que
termina con la muerte. Cuando las semillas envejecen disminuye
la productividad, se reduce su utilizacion en la industria procesa-
dora de alimentos para consumo humano y pecuario.

Factores que incrementan la velocidad

de envejecimiento de las semillas

Humedad relativa y temperatura

La humedad relativa (HR) y la temperatura (T) son los principales
factores externos que influyen en el vigor y la viabilidad de las
semillas. Los efectos de estos dos factores son interdependientes.
Las semillas de la mayoria de las diversas especies y cultivares
pierden viabilidad rapidamente cuando se almacenan a HR de
80% y T de 25°C a 30°C, pero pueden ser mantenidas por 10 o
mas afios a HR de 50% y T de 5°C.

Factores genéticos

Diversos autores han demostrado que cuando las semillas de di-
versas especies o genotipos de una misma especie se almacenan
en condiciones similares de HR y T, su velocidad de envejeci-
miento es diferente (Priestley, 1985; Moreno et al., 1987; Bernal-
Lugo et al., 1995; Bernal-Lugo y Leopold, 1998).

Condiciones de cultivo

Factores ambientales como el fotoperiodo, el tipo de suelo, la
temperatura y la precipitacion pluvial que prevalecen durante el
desarrollo y cosecha de las semillas influyen sobre el contenido de
sustancias de reserva, asi como también en el vigor y longevidad
de las semillas (Austin, 1972; Ellis et al., 1993).

Alteraciones fisioldgicas, celulares y bioquimicas

del envejecimiento de las semillas

El envejecimiento de las semillas se manifiesta en alteraciones
de la germinacion (disminucion en la velocidad de germinacion
y/o en la viabilidad del lote) y desarrollo de las plantulas. Estos
cambios fisiolégicos son el reflejo de la suma de los cambios
bioquimicos y celulares que se producen durante el tiempo de
almacenamiento. A nivel bioquimico, el envejecimiento de semi-
llas se manifiesta en una disminucion en la actividad metabdlica
durante la germinacion, alteraciones a nivel de biomoléculas de
reserva, reduccion en las actividades enzimaticas y una disminu-
cion en la biosintesis de acidos nucleicos y proteinas, asi como
un incremento en la salida de iones y metabolitos como glucosa y
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aminoacidos. Todos estos cambios se manifiestan en un decremen-
to en la habilidad para emerger cuando la germinacioén ocurre en
condiciones de estrés y una mayor susceptibilidad de las plantulas
a los patdgenos.

Fases del envejecimiento de las semillas

El envejecimiento de semillas se realiza en dos fases: una de relativa
estabilidad y otra de pérdida de viabilidad logaritmica. La curva de
sobrevivencia de un lote de semillas se genera al graficar la viabili-
dad (% de germinacion) contra diversos tiempos de almacenamiento
de dicha poblacion (Fig. 1). Estas curvas muestran dos fases: la
primera es una fase inicial de relativa estabilidad que precede a la
fase acumulativa de mortalidad y la segunda que se caracteriza por
una pérdida dinamica de la viabilidad. El periodo de duracion de la
primera fase depende de las condiciones de almacenamiento (Bra-
dford, 1993).
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Figura 1. Curvas de sobrevivencia de frijol y soya almacena-
doa75% ( )9 100% (M) de humedad relativa y 20°C
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El estado vitreo y el mecanismo enzimatico
antioxidante de la semilla contribuyen a

mantener la viabilidad en el almacén

El hecho de que las curvas de sobrevivencia presenten dindmicas
diferentes de la pérdida de viabilidad, sugiere que las semillas
poseen un mecanismo de proteccion contra el envejecimiento, el
cual es mas eficaz en la fase de relativa estabilidad que en la de
envejecimiento logaritmico.

La evidencia experimental aportada por diversos autores sefiala
que a medida que la semilla se deshidrata, durante su desarrollo,
la compleja mezcla de moléculas presente en el citoplasma se vi-
trifica. Este estado vitreo o de alta viscosidad limita la movilidad
molecular y por tanto las reacciones deletéreas (Leopold et al.,
1994; Bernal-Lugo y Leopold, 1995; 1998; Buitink et al., 2000).
La pérdida del estado vitreo es promovida por un aumento en la
temperatura o en el contenido de humedad, factores que afectan la
velocidad de envejecimiento.

La transicion del periodo de relativa estabilidad al de enveje-
cimiento dindmico estaria asociada con la pérdida gradual de la
capacidad de la semilla para formar el estado vitreo (Jun y Leopol-
do, 1992; Bernal-Lugo y Leopold, 1995) y a un incremento de las
reacciones oxidativas (Wilson y McDonald, 1986; Hendry, 1993;
Smith y Berjark, 1995), tales como la deshidrogenacion enzimatica
(Zhnag et al. , 1994), la oxidacion de aldehidos y proteinas (Sta-
dtman, 1992), la reaccion de Maillard (Sun y Leopold, 1995) y la
formacion de especies reactivas de oxigeno (Hendry, 1993). Todas
las reacciones antes mencionadas podrian realizarse durante el al-
macenamiento de la semilla y sus productos ser eliminados durante
las primeras fases de la germinacion, como es el caso de los aduc-
tos de lipoperoxidacion (Camacho, 1999) o los de Maillard (Sun y
Leopold 1995), siempre y cuando la semilla almacenada mantenga
la actividad de sus sistemas antioxidantes.

El estado hiperoxidativo en que germina la semilla
envejecida contribuye a su pérdida de viabilidad

En la fase de envejecimiento dindmico, la actividad del sistema enzi-
matico antioxidante disminuye (Bernal-Lugo y Camacho, 2000) y la
velocidad de produccion del radical superoxido en la mitocondria se
incrementa (Camacho, 2003; datos no publicados), de tal forma que
la semilla envejecida germina en un ambiente hiperoxidativo, como
consecuencia del desequilibrio entre la generacion del radical supe-
roxido y su eliminacion. La acumulacion de las especies reactivas
de oxigeno contribuye a que se establezcan las diversas reacciones
deletéreas que caracterizan el envejecimiento de semillas.
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Conclusiones

Las diferencias en la velocidad de envejecimiento mostradas por cada
uno de los sectores en la curva de sobrevivencia de las semillas, po-
drian deberse a la existencia y persistencia de mecanismos de protec-
cién contra las reacciones dafiinas. Como mecanismos de proteccion
se proponen al estado vitreo y al sistema enzimatico antioxidante; y
como causa de la fase logaritmica de envejecimiento al incremento en
la velocidad de produccion mitocondrial del radical superoxido.
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ElLAMP ciclico modula
la senial intracelular de
Ca** en linfocitos humanos™

Laura A. A. de la Rosa Carrillo™

El calcio y el AMP ciclico producen efectos contrarios en
diversos tipos de células. Algunos autores han encontrado
que en linfocitos humanos el Ca?* es una sefal
indispensable para la activacion celular, mientras que

el AMP ciclico inhibe la proliferacién celular a través de
distintos mecanismos, uno de ellos es, precisamente, la
inhibicion de la sefial de calcio. En el presente trabajo se
estudio el efecto de farmacos estimuladores e inhibidores
de adenilato ciclasa y proteina cinasa A (PKA), sobre las
dos fases de la sefal de calcio en linfocitos humanos, a
saber, vaciamiento de reservorios y entrada capacitativa.
Los estudios fueron llevados a cabo mediante el uso

del indicador fluorescente Fura2-AM. Se observé que
cualquier desviacion del nivel basal de actividad de PKA
inhibié la entrada capacitativa, mientras que la activacion
de adenilato ciclasa con forskolina redujo el vaciamiento
de reservorios sensibles a tapsigargina a través de un
mecanismo independiente del inhibidor H-89.

Introduccion

El Ca?* y el AMP ciclico (AMPc) son segundos mensajeros que
regulan un gran niimero de procesos celulares. En linfocitos hu-
manos la sefial de Ca®* se produce en respuesta a estimulos que
actlian a través del receptor antigénico de células B y T. Cuando
un antigeno es reconocido por estos receptores se activan tirosina
quinasas intracelulares, de la familia src, que activan la enzima
fosfolipasa Cg, la cual se transloca a la membrana plasmatica
y a su vez produce dos segundos mensajeros: el diacilglicerol
(DAG) y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP,). EI IP, inicia la sefial
intracelular de Ca* al unirse al receptor de IP,, que es al mismo

tiempo un canal de Ca** localizado en el reticulo endoplasmatico
por el que se libera este ion de los reservorios intracelulares. La
liberacion de Ca** de los reservorios del reticulo endoplasmatico
induce, a través de un mecanismo aun desconocido, la entrada de
Ca?" desde el exterior celular, a través de canales poco caracteri-
zados a nivel molecular; esta entrada de Ca?* recibe el nombre de
“entrada capacitativa” (Putney, 1990).

Desde principios de la década de 1980, diversos autores (Tsien,
1982; Jayaraman, 1995) han reconocido la importancia de la sefial
intracelular de Ca* como un paso crucial en la cascada de eventos
intracelulares que dan lugar a la proliferacion de linfocitos Ty B
en respuesta a un estimulo inmunolégico. La mayoria de estos
estudios utilizan sin embargo, estimulos no imunoldgicos para in-
ducir la sefal de calcio, los mas importantes son el uso de lectinas
mitogénicas que producen las mismas sefiales intracelulares que
la union de un antigeno, asi como ionoforos de Ca** e inhibidores
de la Ca** ATPasa del reticulo endoplasmatico, que inducen un va-
ciamiento de reservorios intracelulares en ausencia de produccion
de IP,. Otros estudios han sugerido que existe mas de una ruta de
entrada de Ca*" en linfocitos T y B (Guse, 1998).

Por otro lado, la concentracion intracelular de AMPc
([AMPcli) depende de las actividades de al menos dos tipos de
enzimas: la adenilato ciclasa (AC) y las fosfodiesterasas. A su
vez, casi todos los efectos celulares inducidos por un aumento de
la [AMPc]i son dependientes de la serina/treonina cinasa PKA
(cinasa dependiente del AMPc. Las sefales intracelulares media-
das por AMPc se correlacionan casi siempre con una reduccion
de la respuesta inmune. Se ha descrito que un aumento en la
concentracion intracelular de AMPc ([AMPcl]i) inhibe la prolife-
racion celular de linfocitos T inducida por el anticuerpo OKT3, a
través de un mecanismo dependiente de la inhibicion de la sefial
de Ca?* (Rothman, 1993); otros autores han encontrado resultados
similares en linfocitos de sangre periférica activados con lectinas
mitogénicas (van Tits, 1991). Es decir, el AMPc y el Ca* provo-

* Estos resultados ya han sido publicados como parte del articulo “Modulation of thapsigargin-induced calcium mobilization by cAMP-elevating
agents in human lymphocytes is insensitive to the protein kinase A inhibitor H-89, Cell. Signall”. 2001, 13, 441 y en la tesis doctoral de la autora.
** Departamento de Ciencias Basicas, Instituto de Ciencias Biomédicas. Universidad Autonoma de Ciudad Juarez. Ciudad Juarez, México.
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can respuestas celulares inversas.

En este trabajo se estudio la manera en que los niveles de
[AMPcli pueden regular a la sefal intracelular de Ca®" desenca-
denada por el vaciamiento de reservorios intracelulares, es decir
entrada capacitativa. Se utilizé6 como estimulo a la Tg, un potente
inhibidor de la Ca?* ATPsa del reticulo endoplasmatico, por tratarse
de un farmaco que acttia directamente sobre los mecanismos de
regulacion de la concentracion intracelular de Ca** ([Ca?']i), sin
involucrar ningun otro sistema de transduccion de sefial.

Materiales y métodos

A) Reactivos y medios

Para la purificacion de los linfocitos se utilizé Percoll® de Phar-
macia (Espafia). Para la determinacion de la [Ca*']i se usoé el indi-
cador fluorescente Fura2-AM de Molecular Probes (Holanda). Los
reactivos tapsigargina (Tg), forskolina (FSK), SQ22,536 y H-89 se
obtuvieron de la casa comercial Alexis (Suiza) y el dibutiril AMP
ciclico (dbcAMP) de Sigma (USA). Las demas sales y reactivos
provinieron de diversas casas comerciales, siendo todos ellos de
la mayor pureza existente. El medio empleado para la purificacion
de linfocitos fue PBS + EDTA, que contiene: NaCl, 137 mM;
Na,HPO,, 8.2 mM; KH2PO,, 1.5 mM; KCI, 3.2 mM y EDTA, 2
mM. Las determinaciones de [Ca?']i se llevaron a cabo en medio
Umbreit, con la siguiente composicion ionica: Na*,142.3 mM; K*,
5.94 mM; Ca*, 1 mM; Mg>, 1.2 mM; CI, 126,1 mM; HCO*, 22.85
mM; PO,H*, 1.2 mM y SO,, 12 mM; glucosa 1mg/ml.

B) Purificacion de linfocitos
Los linfocitos fueron obtenidos de sangre recién extraida de do-
nantes sanos, proporcionada por el Banco de Sangre de Galicia, a
través del Servicio de Hematologia del Hospital General de Lugo.
Los linfocitos se purificaron por el método de centrifugacion
sobre Percoll® al 57.5%. La sangre fue diluida a razon 1:1 con
PBS+EDTA y 4 mL de sangre se colocaron cuidadosamente sobre 3
mL de Percoll® en tubos de polietileno de 10 mL de capacidad. Se
centrifugd a temperatura ambiente, a 1,000 g durante 25 minutos.
Tras la centrifugacion, los linfocitos se extrajeron con una pipeta
Pasteur de la superficie del Percoll® y se lavaron 2 veces a 600 g
durante 8 minutos. Las células purificadas se contaron mediante
un contador de células sanguineas modelo System 9000 Coulter
Counter (Menarini Diagndstico, Espaiia) y la pureza fue siempre
superior al 80%.

C) Determinacion de la [Ca*']i con Fura2-AM
CARGA DEL INDICADOR: Se realizé mediante la incubacion de células

durante 10 minutos, a 37°C con 2-3 uM de Fura2-AM; a continua-
cion se realizaron dos lavados.

Ciencia en la frontera
Revista de ciencia y tecnologia de la UACJ

1 —e—conma
TS —g— Forskalira T

=’y g

FEF o

H
:
:
:
:
B

Tempo ()

e —®— Conid
—a—=0 2535

(= T

T 1 1 1
o an il 00 amn = 1000 plran

Tempo =)

Figura 1. Efecto de la modulacion de la actividad de la
adenilato ciclasa (AC) sobre el aumento de [Ca?]i inducido
por Tg en linfocitos humanos. Los farmacos moduladores
de la adenilato ciclasa a) forskolina y b) SQ22,536, se aha-
dieron a linfocitos bahados por un medio sin Ca?*; después
de 5 minutos se agrego Tg 0,5 mM y por ultimo CaCl, 1
mM. El control, en ambos casos, muestra el efecto de la
Tg. Promedio + SEM de 4 experimentos.

MEDICION DE FLUORESCENCIA Y DETERMINACION DE [CA%']i: El sistema
de medicion de fluorescencia consistié en un microscopio inver-
tido Nikon Diaphot 200, equipado con un objetivo de inmersion
40X para fluorescencia. Como fuente de luz utiliza una lampara de
xenon de 100 W conectada a una rueda de filtros de excitacion Ra-
inbow de ocho posiciones (Life Science Resources, Reino Unido).
Una vez cargadas con el indicador, las células fueron adheridas a
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un cubreobjetos previamente tratado con polilisina al 0.001% y
este fue montado en un soporte que sirve para contener un volumen
de hasta 1 ml de medio, que, a su vez, fue colocado dentro de una
camara que mantiene la temperatura a 37°C. La medicion de la
intensidad de fluorescencia se realizd a dos longitudes de onda de
excitacion, 340 y 380 nm, y una de emision, 520 nm. La [Ca*']i
se obtuvo a partir del cociente de intensidades a longitud de onda
de excitacion 340/380, de acuerdo al método propuesto por Gryn-
kiewicz (Grynkiewicz, 1985). Para realizar la calibracion, Rmax se
obtuvo mediante la adicion de ionomicina 10 mM a células en un
medio con calcio, a continuacion se agregd el quelante EGTA (en
una disolucion en H,O de una mezcla EGTA:TRIS 1:3) hasta que
la relacion 340/380 llegd al minimo (Rmin).

D) Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces por dupli-
cado. Los resultados estan expresados como media + SEM. Cuando
se indica, los resultados fueron analizados mediante una prueba T
de student para datos dependientes, tomando como significativo un
valor de P< 0.05.

Resultados

En la Figura 1 se observa el efecto de farmacos que modifican la
actividad de la adenilato ciclasa (AC), y por tanto, los niveles de
[AMPc]i, sobre los cambios de [Ca*']i originados por Tg. En un
medio sin Ca*", la Tg produce un vaciamiento de reservorios que,
al afiadir Ca*" al medio extracelular, provoca una gran entrada capa-
citativa; la preincubacion con FSK 30 mM produjo una inhibicion
tanto del vaciamiento de reservorios, como de la entrada capaci-
tativa. Por el contrario, el inhibidor de la AC SQ22,536, no tuvo
efectos sobre ninguna de las dos fases de la sefial de Ca*".

En la Figura 2 se observa el efecto de la inhibicion de la PKA,
el siguiente paso en el sistema de transduccion de sefiales depen-
dientes del AMPc, sobre la sefial de Ca*" generada por Tg. En ella
se observa que la inhibicion de la PKA con H-89 produjo a su vez,
una inhibicion de la entrada de Ca®" inducida por Tg. Ademas, una
alta concentracion de H-89 (100 mM) provocd un vaciamiento de
reservorios de Ca?" (2a).

Estos resultados indican que tanto la activacion (FSK) como la in-
hibicion (H-89) de la PKA reducen la entrada de Ca* producida por
Tg en linfocitos humanos sugiriendo que esta cinasa juega un papel
importante en la modulacion de la entrada capacitativa de Ca*".
Sin embargo, este no puede ser el inico mecanismo que acopla los
reservorios intracelulares con los canales de entrada de Ca*, ya que
en ningln caso la inhibicion de la entrada de Ca*" es completa, por
lo que la PKA soélo actuaria como un mecanismo regulador.

Ademas, debemos tomar en cuenta que la activacion de la PKA,
con forskolina, produce no sélo una inhibicion de la entrada capa-
citativa, sino que también inhibe el vaciamiento de reservorios, por
lo tanto, es posible que la entrada de Ca*" sea menor a causa del

- —8—Conkal
IO o W (a)

(T Ty T}

T
ran u} 0o an =-n u} 1000 1M
Tempo 5

MO & conkd

IC =" 3(rn)
B

1000

Tem po (5

Figura 2. Efecto de la inhibicion de PKA sobre el aumento
de [Ca?1]i inducido por Tg en linfocitos humanos. El inhi-
bidor de la PKA, H-89 a) 100 mM y b) 10 uM, se ahadio
a linfocitos bahados por un medio sin Ca?"; después de 5
minutos se agregd Tg 0,5 mM y por ultimo CaCl, 1 mM.
El control muestra el efecto de la Tg. Promedio + SEM de
cuatro experimentos.

menor vaciamiento de reservorios. Para comprobarlo se utilizaron
los mismos farmacos: forskolina, SQ22,536 y H-89 para manipular
la ruta del AMPc/PKA, después de vaciar los reservorios de Ca?*
con Tg en un medio sin este ion; de este modo se asegura que el
vaciamiento de reservorios es el mismo en todas las condiciones
experimentales y por lo tanto se puede estudiar el efecto de la
actividad de la PKA exclusivamente sobre la entrada capacitativa
de Ca?".

En la Figura 3 se observa, una vez mas, que tanto la inhibicion
(3 by c) como la estimulacion (3a) de la PKA disminuy? la entrada
de Ca* producida por Tg cuando el vaciamiento de reservorios
intracelulares se mantuvo constante.
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Figura 3. Efecto de la modificacion de la [AMPcli y de la
actividad de la PKA, sobre la entrada de Ca?* en linfocitos
humanos tratados con Tg 0,5 uM. Se ahadio Tg a linfocitos
bahados por un medio sin Ca?, a continuacion se agregaron
los farmacos a) forskolina b) SQ22,536 y c) H-89; tras 10
minutos de incubacion en el medio sin Ca?* este fue sus-
tituido por un medio con dicho ion. El control es siempre
la entrada de Ca?* inducida por Tg en ausencia de otros
farmacos. Promedio + SEM de 3 experimentos.

Otro efecto interesante observado en este trabajo, es la inhibi-
cion por FSK del vaciamiento de reservorios inducido por Tg. En
la Figura 4 se confirma que en un medio sin Ca*, la FSK inhibe
el aumento de [Ca®']i producido por Tg, que es debido exclusi-
vamente al vaciamiento de reservorios. Por otro lado, la adicion
de forskolina a células tratadas con Tg, siempre en ausencia de
Ca?" extracelular, produce una ligera caida inmediata de la [Ca?']i,
aunque los niveles finales de [Ca*']i son iguales a los del control
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= y forskolina. €) Células preincubadas con SQ22,536
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o e ponde a la adicion de Tg a células preincubadas en
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tres experimentos.

(células tratadas inicamente con Tg).

Esto sugiere que la forskolina puede movilizar Ca?" desde el
citosol, hacia reservorios insensibles a la Tg (probablemente mi-
tocondrias) aunque esta movilizacién no es muy eficaz para retirar
todo el Ca?* citosodlico liberado de los reservorios sensibles a Tg.

Por ultimo, se decidié comprobar que el efecto de forskolina
sobre el vaciamiento de reservorios de Ca*" inducido por Tg fuera
en realidad dependiente de la elevacion del [AMPc]i y por consi-
guiente de la activacion de la PKA; ya que se han descrito efectos
inespecificos de este farmaco en linfocitos (Choudhry, 1999). En la
Figura 5 se muestra el efecto de la adicion de Tg sobre la [Ca*']i de
linfocitos preincubados en presencia o ausencia de forskolina (5a),
H-89 y forskolina (5b) 0 SQ22,536 y forskolina (5c). Las concen-
traciones usadas para cada farmaco fueron: forskolina 30mM, H-89
y SQ 10 mM.

En esta figura se observa que la combinaciéon SQ22,536-fors-
kolina bloque¢ el efecto de la forskolina sobre el vaciamiento de
reservorios inducido por Tg (5¢); por el contrario, la utilizacién
de H-89 no inhibe el efecto de la forskolina (5b). Estos resultados
son inesperados, ya que sugieren que el efecto de la forskolina es
dependiente de la activacion de AC, y por lo tanto de una elevacion
de la [AMPc]i pero independiente de la activacion de PKA.

En conclusion, el presente trabajo indica que tanto la activacion
como la inhibicion de PKA reduce la entrada capacitativa de Ca*"
en linfocitos humanos, lo cual sugiere que PKA es un mecanismo
de regulacion fina de este proceso. Por otro lado, la activacion de
AC con FSK reduce también la liberacion de Ca?" de reservorios
sensibles a Tg a través de un mecanismo dependiente de la produc-
cién de AMPc, pero independiente de la activacion de PKA.
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Nanoparticulas metadlicas
y semiconductoras en
dispersiones coloidales

David Diaz*

El principal objetivo de este trabajo es presentar

una ruta general de sintesis novedosa y directa de
nanoparticulas metalicas y semiconductoras (6xidos y
sulfuros de metales de transicion) en dispersion coloidal.
El medio de dispersion en el que se encuentran las
nanoparticulas es un disolvente aproético y polar como

el DMSO. La basicidad del disolvente desempefia un rol
importante en el curso de la reaccion de sintesis. Como
materiales de partida se usan carboxilatos metalicos.

En la caracterizacion de las dispersiones coloidales se
han utilizado las espectroscopias de absorcion y emision
electrénicas, en la regién UV-visible, la 'THNMR, FTIR en
la region lejana y la difraccién de rayos X en polvo. La
microscopia de transmision electronica de alta resolucion
(HR-TEM) ha permitido determinar que el tamafo
promedio de las nanoparticulas esta entre 2 y 7 nm, con
distribuciones de tamafio muy estrechas.

Introduccion

En esta conferencia se presentaran algunos de los principales
resultados experimentales y tedricos obtenidos por mi grupo de
trabajo y colaboradores, nacionales y extranjeros. Una de nues-
tras tareas principales es la preparacion de dispersiones coloida-
les estables que contienen nanoparticulas de materiales metalicos
y semiconductores. La obtencion de nanoparticulas la realizamos
mediante rutas de sintesis simples, propias, reproducibles y no-
vedosas, en condiciones de reaccion suaves. Se busca preparar
nanoparticulas con diametros comprendidos entre 1 y 7 nm y
con distribuciones de tamafos unimodales y muy estrechas. Los
informes publicados en la literatura especializada, y nuestra ex-
periencia, nos indican que las nanoparticulas semiconductoras y
metalicas de estas dimensiones manifiestan los efectos cuanticos
de manera mas pronunciada. Entre los materiales semiconducto-

res que hemos estudiado estan la plata, algunos sulfuros y 6xidos
binarios metalicos como los siguientes: CdS, RuS,, In.S,, Bi,S,,
FeS, ZnO, Sn02, TiO,, CuO, Cu, Oy Fe,O,.

El medio en el que se encuentran dispersas las nanoparticulas
que preparamos, siempre es un disolvente organico polar. En par-
ticular, el dimetilsulféxido (DMSO) ha resultado ser un disolvente
ideal para este fin, ya que muchas sales metalicas se solubilizan
en bajas concentraciones, asi como algunos compuestos organicos
que se usan como modificadores de las superficies de las nanopar-
ticulas (capping agents).

Las dispersiones coloidales resultantes que contienen DMSO
tienen caracter liofilico (afinidad por la fase dispersada). La lio-
filia de estos coloides ayuda a incrementar su estabilidad durante
meses, € incluso afios. También, hemos usado con éxito, la N,N’-
dimetilformamida (DMF), acetonitrilo, etanol y metanol. Se ha
evitado el uso de disolventes organicos clorados.

Considero pertinente indicar que el dimetilsulféxido es un
liquido a temperatura ambiente, proviene de la madera, se con-
sidera que tiene una toxicidad muy baja, es incoloro, aprotico y
polar. También, vale la pena mencionar que es un disolvente de
bajo costo.

La molécula de DMSO tiene una estructura piramidal, con los
atomos de azufre, oxigeno y carbonos en los extremos. El valor
promedio de la longitud del enlace S-O, cuando el DMSO esta
solvatado en H,O, es de 1.495 A. El DMSO es una especie muy
polar (4.30 D) y ademas, este compuesto tiene una constante die-
Iéctrica suficientemente alta (46.70), lo que facilita la separacion
de cargas y favorece la solubilidad de sélidos i6nicos, compuestos
polares y en general especies polarizables. E1l DMSO ya se utiliza
en procesos de refinacion de la industria petrolera, representando
una fuente de azufre segura (Fig. 1).

Una vez que se han preparado las dispersiones coloidales esta-
bles de cada material procedemos a completar la caracterizacion
de las mismas. Usamos como herramientas espectrales de rutina,
las espectroscopias de absorcion y emision electronicas, en la
region UV-visible. Cuando la naturaleza de las dispersiones lo

* Facultad de Quimica, UNAM. Edificio B, Coyoacan 04510, México, D. F., Correo electronico: david@servidor.unam.mx
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Figura 1. Probable es-
tructura del complejo
DMSO-SO,;u= 4.72
Debyes; distancia O,S-
OSDM =2.7033 A. Las
esferas azules repre-
- sentan al azufre, las
rojas al oxigeno, las
negras al carbon y las
grises al hidrogeno. PC
Spartan Plus, version
1.5.2. Wavefunction, Inc
Irvine, CA. 1998.

permite, se aplican las espectroscopias 'THNMR, “CNMR y EPR.
Igualmente usamos la difraccion de rayos X (XRD), en su variante
de polvos. Una parte fundamental en la caracterizacion de las nano-
particulas la constituye la microscopia de transmision electronica
de gran resolucion (HR-TEM). También, hemos utilizado la espec-
troscopia vibracional de infrarrojo, en las regiones normal y lejana,
la microscopia electronica de barrido (SEM), asi como la de fuerza
atdmica (AFM) en modo de contacto intermitente y la voltampero-
metria ciclica.
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La siguiente etapa comienza cuando ya se han recolectado algu-
nos resultados espectrales; entonces se procede a interpretarlos en
funcién de las propiedades electronicas de las especies involucradas.
Para alcanzar este fin hemos creado algunos modelos estructura-
les sencillos, a los que se les han realizado célculos de mecénica
cuantica, usando métodos semiempiricos y/o ab initio. En algunas
ocasiones se usa la teoria de funcionales de la densidad (DFT). Estos
estudios tedricos se realizan en colaboracion estrecha con el grupo
de Quimica Teorica de la Facultad de Quimica de la Universidad de
Guanajuato, que dirige el doctor Juvencio Robles Garcia.

Simultaneamente, hemos procurado encontrar aplicaciones
para las dispersiones coloidales que se han caracterizado comple-
tamente. En particular, hemos dirigido nuestros esfuerzos hacia la
catalisis y a la destruccion de compuestos organicos persistentes
(Fig. 2). Donde hemos tenido mas éxito ha sido en la reduccion de
NO aN,, O, y N,O (en trazas) usando nanoparticulas de plata (en
coloide y depositadas sobre ZrO, en polvo).

Evidentemente no estan descartadas otras aplicaciones como
son los dispositivos magnéticos de almacenamiento de datos o
aquellas en donde las propiedades fluorescentes de las nanoparticu-
las se puedan aprovechar. Por lo tanto, las aplicaciones potenciales
las nanoparticulas semiconductoras y metalicas son multiples y
variadas.
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Figura 2. Cambios espectrales de una dispersion coloidal de plata en DMSO anhidro. En la parte superior se muestra a la
dispersion de plata inicial y en la parte inferior aparece la misma dispersion después de interactuar con varias porciones de
NO. A la derecha hay una representacion de una nanoparticula de plata (Rodriguez-Gattorno et al., 2002).




Ciencia en la frontera
Revista de ciencia y tecnologia de la UACJ

Conceptos basicos

Las nanoparticulas también conocidas como particulas de tamafio
cuantico o particulas ultrafinas, son cumulos de 4tomos o molé-
culas con diametros entre 10 y 1000 A. Las propiedades opticas,
electronicas y cataliticas de las particulas ultrafinas difieren drasti-
camente de las correspondientes a sustancias macrocristalinas que
tienen la misma composicion quimica.

Durante la década pasada, el estudio de los materiales con par-
ticulas, con dimensiones tan pequefias como los nanémetros, ha
tenido un gran desarrollo en diferentes campos de la ciencia. En
los materiales semiconductores, por ejemplo, la diferencia de ener-
gia entre la banda de valencia y la de conduccion (Eg) cambia con
el tamafio de la particula; a medida que éste disminuye, el valor de
la energia de brecha prohibida se incrementa (Fig. 3). En especial,
esta propiedad ha sido estudiada para disefiar nuevos materiales
con aplicaciones en electronica. De igual manera, las propiedades
cataliticas de estas particulas estdn siendo estudiadas, para ser
usadas en sintesis organica y en procesos de control de emisiones
contaminantes del medio ambiente.

Algo que llama la atencion de las nanoparticulas es la diferen-
cia en propiedades con respecto a las de los macrocristales. La
razén de este comportamiento puede reducirse a dos fendmenos:
el primero es la gran dispersion de los sistemas nanocristalinos, es
decir, el nimero de 4tomos en la superficie de los nanoctimulos es
comparable, o mayor que el nimero de atomos localizados en el
interior de los mismos (Fig. 4). Las propiedades fisicas y quimicas,
que son generalmente determinadas por la estructura del macrocris-
tal, empiezan a ser dominadas por los defectos de superficie en los
nanocristales.

El segundo fendmeno ocurre unicamente con nanoparticulas
de semiconductores y metales. La longitud de onda de De Broglie
asociada a los electrones (y los huecos correspondientes) se vuelve
comparable al tamaiio del cristal. Bajo estas condiciones, los aca-
rreadores de carga en los nanocristales semiconductores pueden ser
tratados de acuerdo a la mecanica cuantica como particulas en una
caja de potencial, en donde el tamafio de la caja esta determinado
por las dimensiones del cristal. En este estado, las bandas de valen-
cia (BV) y de conduccion (BC) se desdoblan en niveles electroni-
cos discretos y la diferencia de energia entre BV y BC aumenta a
medida que disminuye el tamafio de la particula.

Resultados

En esta conferencia se revisaran algunos resultados que se han
obtenido en mi grupo de trabajo, concernientes a nanoparticulas de
CdS modificadas superficialmente con moléculas de 2-etilhexanoa-
to (CdS-ethex) y otras modificadas con iones [MoS ]2, (CdS-MoS,)
(véase la Fig. 5). Posteriormente se mostraran los principales resul-
tados de los coloides de plata, asi como los relativos a la reduccion
del 6xido nitrico. En la tercera parte se presentaran resultados de
nanoparticulas de ZnO, Fe,O, y CuO.

LUMO cB
Band gap
HOMO vB

nm Macrocrystal
Nanoparticle

(a) (b)

Figura 3. Diagrama de desdoblamiento de niveles energéti-
cos de orbitales moleculares correspondiente a un material
semiconductor. (a) Para una nanoparticula; en este caso
aparecen los orbitales frontera, HOMO y LUMO. (b) Para
un microcristal; aqui se muestran las bandas de valencia
(VB) y la de conduccion (CB), asi como la energia de brecha
prohibida (band gap).

A continuacion se presenta una muestra de esos resultados ex-
perimentales.

La mejor técnica para preparar nanoparticulas es a través de la
formacion de dispersiones coloidales, por este método se obtienen
nanoparticulas con un tamafio menor a los 100 nm. Las particulas
son tan pequefias que la accion de la gravedad sobre ellas resulta
despreciable. Su caracteristica fundamental es que hay un area de
contacto muy grande entre las particulas dispersas y el medio de
dispersion.

Los métodos de sintesis coloidales son muy reproducibles y la
formacion de dispersiones diluidas permite controlar las dimensio-
nes del cumulo formado (Esquema 1). De esta manera se puede
tener acceso a una gran variedad de materiales, gracias al manejo
facil de los coloides.

En el contexto determinado por nuestras lineas de investigacion,
hemos iniciado la experimentacion que involucra a las nanoparticu-
las de plata coloidal, generadas in situ y depositadas sobre 6xidos
metalicos en polvo, inicialmente suspendidos en DMSO, para
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reducir a las moléculas de 6xido nitrico (el gas precursor de la con-

taminacion atmosférica debida a los NO ). En particular, cuando
se usa al 6xido de zirconio (ZrO,, en su fase monoclinica) como

L _+8’-. sustrato solido y se hace reaccionar con una mezcla de oxidos de

AR n/N= 57.8% nitrégeno, en presencia de propano, se logra una excelente conver-

n/N= 33.0% N= 4096 sion, tomando en cuenta que el porcentaje de plata en el catalizador
N= 4096 n= 2368 es de 0.1%. (Fig. 6).

n= 1352 S/V=96/L

SIV= 6/L

Debido a que la magnetita se aplica en varias areas tecnologicas
como son: a) el disefio de dispositivos electromagnéticos para el
almacenamiento de informacion, b) la catalisis, ¢) la fabricacion
de pigmentos rojos,

d) agentes anticorrosivos, e) sensores de gases (NOx) y f) la
conversion de energia solar; decidimos preparar dispersiones co-

* n/N=87.5%
5 N= 4096
" n=3584

S/V= 1536/L loidales estables de nanoparticulas ultrafinas hechas a base de este

semiconductor.

Dentro de los ocho diferentes 6xidos de hierro presentes en la
naturaleza, destacan por sus propiedades y aplicaciones la magnetita
(fase cuibica centrada en las caras, ccc) y la maghemita ( fases ccc,
o tetragonal). La magnetita es un semiconductor que presenta dos
tipos de comportamiento p y n; mientras que la maghemita es del

Figura 4. Variacion del numero de atomos o moléculas
superficiales versus tamaho de particula. N = nUmero total
de atomos, n = nUmero total de atomos superficiales.

tipo n. En la Figura 7, se muestra una parte de la caracterizacion

de las dispersiones coloidales de magnetita preparadas en nuestro
laboratorio.

(©) (b) (@)

Figura 5. (a) Modelo estructural de una nanoparticula de CdS con diametro promedio de 2.2 nm. Estos nanocumulos estan
formados por aproximadamente 278 atomos. El nUmero aproximado de atomos ubicados en la superficie de estas nanopar-
ticulas es 208. Por consiguiente, el 75% del total de los atomos forman la superficie de estas nanoparticulas de CdS. (b) La
mayor parte de las nanoparticulas CdS tienen una malla cristalina de blenda de zinc (aunque la fase hexagonal también esta
presente en condiciones normales de reaccion) y en sus superficies se pueden observar muchas estructuras pseudocubicas
(trazadas en rojo). (c) Por lo tanto, el anterior cumulo parece ser un buen modelo mecéanico cuantico que representa un trozo
pequeno de la superficie de estas nanoparticulas de CdS. También, se muestran los orbitales frontera del cumulo [(SH),Cd,(u
+-S5),J* y su dureza electronica 8.6735 eV (Vazquez Olmos et al., 2003).
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Esquema 1. Ruta general de sintesis para obtener nano-
particulas de materiales semiconductores y metalicos.
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Figura 6. Grafica de porcentaje de conversion de 6xido
nitrico y de propano versus temperatura, en presencia de
plata nanoestructurada depositada sobre 6xido de zirconio
en polvo (Rodriguez-Gattorno et al., datos sin publicar).
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Figura 7. (a) Fotografia de HR-TEM correspondiente a una
muestrade Fe,O,. (b) Patron de difraccion electronica de un
nanocristalito de magnetita. (c) Histograma de distribuciones
de tamaho de nanoparticulas de Fe,O,




En la estructura cubica centrada en la cara (ccp) de la magnetita,
los atomos de Fe*" ocupan los intersticios tetraédricos, los cuales
pueden verse parcialmente reemplazados por otros cationes triva-
lentes del mismo tamafio como son AIF*, Mn*", Cr** y V3. Otros
cationes como Ni*, Co*", Zn*, Cd*, Pb* y Cu?* también pueden
ser incorporados a la estructura del 6xido.

En la estructura cubica, una tercera parte de los intersticios
totales se encuentran tetraédricamente coordinados con oxigeno y
dos terceras partes lo estan octaédricamente. La magnetita tiene una
estructura de espinela inversa, en donde las posiciones tetraédricas
estan completamente ocupadas por iones Fe**, las posiciones octaé-
dricas se encuentran totalmente ocupadas por cantidades iguales de
Fe’'y Fe?".
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Conclusiones
En el presente se cuenta con una ruta general de sintesis de nano-
particulas de plata y 6xidos y sulfuros binarios metalicos. Esta ruta
es sencilla, reproducible, novedosa y no requiere de instrumenta-
cion complicada y costosa. Cualquier estudiante de quimica, de ni-
vel licenciatura, puede preparar nanoparticulas ultrafinas, con dis-
tribuciones de tamafos estrechas, utilizando nuestra metodologia.
También, contamos con los recursos necesarios para hacer una ca-
racterizacion bastante completa de las dispersiones coloidales que
contienen nanoparticulas metalicas y semiconductoras. Igualmente,
hemos conformado un equipo de trabajo multidisciplinario que per-
mite hacer interpretaciones de las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas, en funcion de sus estructuras electronicas.
Actualmente hay dos problemas que estan bajo estudio de
nuestro equipo de trabajo: a) El verdadero control quimico del au-
toensamblaje de nanoestructuras varias (nanotubos, nanoalambres,
prismas y otros mas. b) Determinar la influencia de los efectos de
superficie y las propiedades electronicas de nanoparticulas metali-
cas y de 6xidos binarios metalicos en los procesos de degradacion
de oxido nitrico y bioxido de azufre. La investigacion esta en
proceso.
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Estructuras supramoleculares
generadas por ciclodextrinas

Emilio Alvarez Parrilla’

En la presente memoria se describe brevemente qué

es la quimica supramolecular, asi como su desarrollo
historico. A continuacion se comenta el uso de las
ciclodextrinas dentro de este campo de la quimica,
haciendo especial hincapié en la obtencién de estructuras
supramoleculares poliméricas lineales y ramificadas.
Estas estructuras se derivan de las interacciones no
covalentes entre la molécula ditopica desoxicolato sodico
con diversos dimeros y un trimero de b-ciclodextrina.

Introduccion
La quimica supramolecular es un campo emergente de la quimica
que se define como “la quimica mas alla de la molécula” debido
a que estudia la formacion de agregados organizados resultantes
de la asociacion de dos o mas moléculas por medio de fuerzas
intermoleculares (fuerzas electrostaticas, puentes de hidrégeno,
interacciones de van der Waals, interacciones donante-aceptor,
etc.). Se caracteriza por ser sumamente interdisciplinaria, encon-
trandose en la frontera entre la quimica, la fisica y la biologia,
ya que las interacciones se pueden explicar desde un punto de
vista quimico o fisico, y tienen un alto interés en las investiga-
ciones bioldgicas. Por lo tanto, su influencia se extiende desde la
quimica organica a través la sintesis y caracterizacion de nuevas
moléculas capaces de formar estructuras supramoleculares, hasta
los estudios bioquimicos del reconocimiento y transduccion de
una molécula a través de las membranas celulares, pasando por
el estudio de los materiales poliméricos supramoleculares (plas-
ticos, geles, proteinas, etc.). Gracias al estudio de la quimica
supramolecular es posible entender como ligan y reconocen las
enzimas a sus sustratos, o como logran que un medicamento sea
asimilado mas facilmente (1, 2).

Los primeros antecedentes de la quimica supramolecular se
remontan a los estudios de Emil Fischer, quien en 1894 postulé

el principio de la “Ilave y la cerradura”, que relaciona la actividad
de las enzimas con el acoplamiento del sustrato en el centro acti-
vo de la enzima, sentando las bases del reconocimiento molecular.
Alfred Werner introdujo, en 1893, el concepto de coordinacion,
que es la afinidad necesaria entre los componentes para que la fi-
jacion selectiva se lleve a cabo. Y Paul Ehrlich introdujo, en 1906,
el concepto de receptor, al determinar que las moléculas no actian
si no se asocian Corpora non agunt nisi fixata (1, 3).

Desde mediados de 1930 se han llevado a cabo estudios sobre
las asociaciones de moléculas en disolucion para formar entidades
de mayor organizacioén (como los dimeros de acido acético) lla-
madas supermoléculas, Ubermolekiile. Sin embargo, no es hasta
1978 cuando se introduce el término de quimica supramolecular
para estudiar todos estos procesos de interacciones intermolecula-
res, al definir que las supermoléculas son para las moléculas y las
interacciones intermoleculares, 1o que las moléculas son para los
atomos y los enlaces covalentes (4).

La quimica supramolecular se divide en dos grandes areas,
segun el tamafio de los agregados formados: a) Supermoléculas,
que son estructuras obtenidas a partir de la asociacion de dos
moléculas (oligomoleculares), y b) Artefactos supramoleculares,
que se forman de la asociacion de un nimero elevado de compo-
nentes, presentando caracteristicas macroscopicas y estructuras
microscopicas relativamente definidas (Fig. 1)

El esquema de la Figura 1 muestra la via de evolucion desde la
quimica molecular a la quimica supramolecular. La union, median-
te interacciones intermoleculares de un sustrato natural o sintetiza-
do quimicamente (huésped) s, con el receptor (enzima, membrana
celular, proteina, etc.) (hospedador) r, da lugar a la formacion de
la supermolécula sr. Esta supermolécula esta caracterizada por la
disposicion espacial de sus componentes y por la naturaleza de
las interacciones intermoleculares que la mantienen unida. Estas
interacciones pueden tener diferente intensidad, desde débiles o
medias para los enlaces de hidrogeno, hasta fuertes para interaccio-
nes de coordinacion con iones metalicos. Sin embargo, su fortaleza
siempre es menor que la de los enlaces covalentes, por lo que las
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Figura 1. Transicion de la quimica molecular a la quimica supramolecular:
moléculas, supermoléculas y artefactos moleculares y supramoleculares
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supermoléculas son cinéticamente mas labiles y dindmicamente mas
flexibles que las moléculas (3).

La formacién de la supermolécula sr esta regulada por un proce-
so de reconocimiento molecular entre el receptor y el sustrato, que
se basa en el principio de doble complementariedad postulado por
Emil Fischer. Seglin este principio, para que un receptor r pueda
formar una supermolécula con un sustrato s, es necesario que exis-
ta: a) una complementariedad estérica o geométrica, es decir, que el
sustrato y el receptor tengan tamafio y forma compatibles, y b) una
complementariedad en las interacciones electrostaticas, es decir, que
los centros activos de ambas estructuras se encuentren en la dispo-

sicion correcta para que las interacciones electrostaticas se puedan
llevar a cabo. Tanto el receptor como el sustrato pueden tener en su
estructura uno, dos o varios centros activos, recibiendo el nombre
de receptor/sustrato monotopico, ditdpico o politopico (4).

Este proceso de reconocimiento molecular recibe el nombre
de proceso de inclusion (host-guest) o proceso de autoasociacion
(self-assembly), aun cuando este Gltimo término generalmente se
utiliza para nombrar a las supermoléculas formadas.

Debido a la complejidad de las interacciones involucradas en la
formacion de las supermoléculas, se utilizan receptores modelos.
Las ciclodextrinas estan entre las moléculas mas utilizadas como

Cavidad hidrofoba de
alta densidad electronica

Grupos hidroxilicos
secundarios

Grupos hidroxilicos
primarios

Figura 2. Vista superior y lateral de una ciclodextrina, donde se observan los anillos hidroxilicos y la cavidad hidrofoba.
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receptores modelo. Estas son un conjunto de moléculas ciclicas
naturales obtenidas a partir de la degradacion del almidon; cons-
tituidas por 6, 7 u 8 unidades de a-D-glucosa unidas entre si por
enlaces glicosidicos a-(1,4), y son denominadas o-, - y y-ciclo-
dextrina, respectivamente (5,6).

En la Figura 2 se observa una representacion esquematica de la
B-ciclodextrina, en la que se puede observar su estructura ciclica
hueca, que le permite albergar moléculas organicas (huésped o sus-
trato) en su interior, mediante la formacion de complejos de inclu-
sion. Esta asociacion les permite actuar como modelos de procesos
supramoleculares y ademas les confiere una serie de aplicaciones
en la industria farmacéutica, industria agroquimica, biotecnologia,
tecnologia de alimentos, cosmética, tecnologia medioambiental,
entre otras. Las aplicaciones se realizan porque se incrementa la
estabilidad fisica y quimica de la molécula huésped, la solubilidad
y biodisponibilidad de farmacos poco solubles y porque se reduce
la pérdida de compuestos volatiles o se protegen los ingredientes
activos frente a la oxidacion (5, 6).

La formacion de un complejo de inclusion entre una ciclodex-
trina y una molécula huésped se presenta de manera esquematica
en la Figura 3.

Durante la formacion del complejo de inclusion ocurren tres
procesos: a) deshidratacion total o parcial de la molécula huésped
conforme entra en el interior de la ciclodextrina, b) desplazamiento
del agua energéticamente desfavorable del interior de la ciclodextrina
hacia el exterior, y c) ajuste de la posicion del huésped para alcanzar
la orientacion termodinamicamente mas estable. Esto involucra una
secuencia de pasos hasta que el huésped consigue su orientacion
optima, y tanto el huésped como la ciclodextrina alcanzan su grado
final de hidratacion. Cuando el huésped es muy grande, puede ocurrir
que lo compleje mas de una molécula de ciclodextrina, es decir que
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la estequiometria sea 2:1 o superior (ciclodextrina: huésped) (7).

De manera general, se da por sentado que la estabilidad y es-
tructura de los complejos formados depende fundamentalmente
de factores geométricos y de polaridad, aun cuando otros factores
como interacciones electrostaticas e impedimento estérico juegan
un papel importante en la estructura y fortaleza de los complejos
formados (6, 7).

Polimeros supramoleculares con ciclodextrinas

Cuando se estudia la complejacion de moléculas ditopicas (molécu-
las de gran tamafio que poseen dos sitios capaces de ser compleja-
dos) por dimeros de ciclodextrinas (molécula formada por la unioén
de dos ciclodextrinas mediante un puente o ligando), normalmente
se acepta la hipotesis propuesta por Breslow y colaboradores (7,
8), que propone que durante este proceso se forman complejos de
estequiometria 1:1 (Fig. 4a). En estos complejos existe un proceso
cooperativo (denominado también quelante) que provoca que la
constante de equilibrio obtenida sea mucho mayor que la esperada
para el proceso estadistico de doble compejacion por dos ciclodex-
trinas.

Sin embargo, el grupo de investigacion de Fisicoquimica de
Coloides de la Universidad de Santiago de Compostela, Espafia
propuso que esta hipotesis no podia ser generalizada, ya que cuando
moléculas ditopicas de gran tamaifio son complejadas por dimeros de
ciclodextrinas unidas por su cara primaria (cabeza-cabeza), cada sitio
activo de la molécula huésped es complejado por una ciclodextrina
de un dimero diferente, formando polimeros supramoleculares con
estequiometria n:n, tal como se muestra en la Figura 4b. Con el fin
de comprobar esta hipotesis, se procedio a sintetizar una serie de
dimeros cabeza-cabeza y a estudiar el proceso de complejacion con
la sal biliar desoxicolato sodico (NaDC), que se sabia por estudios

Figura 3. Representacion esquematica de la formacion de un complejo de inclusion (tomado de Szeijtli, 1988).
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(b)

Figura 4. Representacion esquematica para la formacion de complejos entre moléculas ditbpicas y dimeros
de ciclodextrinas: (a) efecto quelato o cooperativo, (b) polimero supramolecular con estequiometria n:n.

previos se comportaba como una molécula ditopica ideal. A partir
del analisis de los resultados de resonancia magnético nuclear en dos
dimensiones (ROESY), que permiten determinar las interacciones
entre nuicleos (protones) no vecinos que se encuentran contiguos, fue
posible deducir la estructura de los complejos obtenidos, observando
que en todos los casos se obtuvieron polimeros supramoleculares
como el que se presenta de manera esquematica en la Figura 5 (9).

Una vez demostrada esta hipotesis, se planteo la posibilidad de
obtener estructuras supramoleculares dendrimeras, del tipo arbol
de Cayley, a partir de la complejacion de una molécula ditdpica
por un trimero cabeza-cabeza (Fig. 6) (10). Para ello, se sintetizo el
trimero Trim I, a partir de la reaccion de acilacion del monoamino
derivado de la p-ciclodextrina (mono-6-desoxi-6-amino-f3-ciclo-
dextrina) con el tricloruro del acido 1,3,5 benceno tricarboxilico en
presencia de una base (trietilamina), mediante un mecanismo SN,
caracterizado por espectrometria de masas y resonancia magnético
nuclear.

Posteriormente, se confirmd su capacidad para formar complejos
de inclusion con estequiometria 1:3 (ciclodextrina: huésped), utili-
zando para ello como huésped una molécula relativamente pequeiia
(naftalen-2-sulfonato). Una vez comprobada la capacidad de formar
estos complejos, se procedid a comprobar la hipdtesis planteada.

Un dendrimero es un polimero ramificado tipo estrella o arbol,
en el que la distancia entre todos los segmentos ramificados es la
misma. Son utilizados como espaciadores, unidades estructurales
de otros polimeros y como transportadores de fdrmacos, cosméti-
cos, herbicidas, etc.
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Figura 5. Representacion esquematica de
los complejos de inclusion entre un dimero
de B-ciclodextrina y NaDC, deducido de las
interacciones ROESY intermoleculares e
intramoleculares observadas.

Figura 6. a) Representacion esquematica de la formacion del polimero supramolecular con estructura dendrimera tipo “Arbol
de Cayley” entre una molécula ditopica y un trimero de ciclodextrina, b) Estructura del trimero Trim 1.

Para comprobar esta hipotesis, se prepard una disolucion de
NaDC y Trim I en una relacion estequiométrica 1:2. La disolucion
se paso a través de un filtro de 0.45 m para eliminar particulas ex-
trafias y seguidamente se colocé dentro de un vaso de precipitados
que contenia cubreobjetos en el fondo. Los vasos se taparon y se
dejaron reposar durante tres meses para permitir que se formaran
las posibles estructuras supramoleculares. Ademas, se prepard una
solucion de NaDC y otra de de Trim I que fueron utilizadas como
control.

Al cabo de los tres meses se observd, mediante microscopia
confocal, que toda la superficie de los cubreobjetos estaba cubierta
por una membrana con textura reticular uniforme, pero no se ob-

servaron agregados en los tratamientos de control. En la Figura 7
se presentan dos imagenes de un campo general de la superficie de
esta membrana con un objetivo 60x.

En la Figura 7a se puede ver de manera mas detallada una
region de la estructura ramificada que constituye la membrana
reticular. También se observa que esta estructura esta a su vez
formada por la unién, mediante filamentos, de ntcleos de creci-
miento.
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Figura 7. a) Micrografias obtenidas en microscopio confocal del complejo Trim I: NaDC al cabo de 3 meses.
b)Detalles de las estructuras reticulares a diferentes aumentos.

La Figura 7b muestra un detalle a mayor aumento de estos
nucleos de crecimiento, que presentan una estructura fractal con
un crecimiento en forma de estrella. Al determinar la dimension
fractal de las estructuras presentes en esta micrografia, se constatd
que todas ellas eran muy similares, con un valor medio de D, 1,63 +
0,02. Este valor fue mas grande que el observado en un periodo de
dos meses (intervalo entre 1.48 y 1.58).

A pesar de que no se hicieron estudios tedricos sobre la di-
mension fractal esperada para estructuras formadas a partir del
nimero de unidades de ciclodextrinas involucradas en el proceso
de complejacion (trabajo que se esta llevando a cabo actualmente),
es posible suponer que las diferencias en el valor D, observadas ex-
perimentalmente sean debidas precisamente al diferente nimero de
ciclodextrinas involucradas en los procesos de complejacion. Asi,

conforme aumenta el nimero de ciclodextrinas involucradas en el
proceso de complejacion, es de esperar que aumente el valor de la
dimension fractal de la estructura.

Es importante resaltar que este es el primer polimero supramo-
lecular con estructura dendrimera obtenido a partir del reconoci-
miento molecular entre derivados de ciclodextrinas y moléculas
huésped ditopicas. Ello puede ser la base para abrir una nueva
linea de investigacion dedicada a la obtencion de derivados de
ciclodextrina y/o moléculas huésped que presenten menor impe-
dimento estérico, para facilitar la formacion de estas estructuras
supramoleculares, que en un futuro puedan llegar a ser utilizadas
como instrumentos de liberacion controlada de farmacos o trans-
portadores de informacion, entre otros usos.
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Perspectiva de los organismos
genéticamente modificados

Mario Gaytdn Alcocer”

A los organismos en los que el hombre ha introducido
genes de otra especie comunmente se les ha denominado
transgénicos u OGM (Organismos Genéticamente
Modificados). También se hacen modificaciones genéticas
introduciendo, suprimiendo o multiplicando genes de

la misma especie. La mayoria de los OGM agricolas

son productos disefiados para resolver problematicas
productivas especificas y para ser comercializados
directamente (granos, frutas y hortalizas) o como productos
derivados (harinas o aceites). Las biotecnologias que
utilizan el ADN (acido desoxirribonucleico) recombinante
permiten identificar y clonar genes asociados con atributos
especificos. Estas técnicas pueden aislar el ADN, hacer
multiples copias de ciertos fragmentos, obtener las
secuencias de aminoacidos y realizar diversas operaciones
que en conjunto nos permiten caracterizar y manipular el
material genético de cualquier organismo. Sin embargo,
los potenciales riesgos y beneficios de los OGM deben ser
evaluados sin olvidar que su eventual liberacion al medio
ambiente sucedera en un contexto ecoldgico, productivo y
cultural concreto.

Introduccién
Desde el nacimiento de la agricultura, la especie humana ha
sido capaz de modificar las caracteristicas genéticas de plantas
y animales, utilizando una biotecnologia basica que podriamos
llamar “suave”. La domesticacion de cultivos vegetales y razas
animales es el resultado de un largo proceso histérico y cultural
de seleccion que ha producido una gran diversidad genética den-
tro de las especies domesticadas.

El mecanismo mediante el cual se producen actualmente la
mayoria de las nuevas variedades e hibridos en la agricultura, se

basa en la cruza de organismos cercanamente emparentados y en
procesos de retrocruzamiento, segregacion, seleccion y evaluacion
agronomica que consumen tiempos relativamente largos.

En cambio, la biotecnologia moderna produce organismos
vivos que poseen combinaciones novedosas de material genéti-
co que no existian antes en la naturaleza. La diferencia entre la
biotecnologia moderna y la tradicional es que ahora se pueden
obtener variedades de plantas a las que se introducen directamen-
te genes obtenidos de especies muy diferentes, incluidas bacterias
y virus.

A los organismos en los que el hombre ha introducido genes de
otra especie comunmente se les llama transgénicos u OGM (Organis-
mos Genéticamente Modificados). También se hacen modificaciones
genéticas introduciendo, suprimiendo o multiplicando genes de la
misma especie (4,9).

Es en la agricultura donde la biotecnologia vegetal esta a la
vanguardia de transgénicos y produccion masiva de los mismos.
Sin embargo, hay que apuntar que la manipulacion genética
estd realizandose en otros organismos (roedores, bacterias, pro-
tozoarios, invertebrados y peces) con diferentes objetivos pro-
ductivos y en diversos ambientes (pesquerias, biorremediacion
ambiental de agua y suelos, control bioldgico de plagas e inmu-
nologia humana y pecuaria) (6, 20).

La comunidad cientifica internacional reconoci6 de inmediato
que existian riesgos en esa nueva biotecnologia y recomendé pro-
ceder con precaucion y con base en informacion cientifica. Ha-
ciendo eco a esta preocupacion, diversos gobiernos modificaron
normas y reglamentos existentes o iniciaron otros para evaluar los
riesgos de la liberacion al medio ambiente de OGM y la comer-
cializacion de estos y sus productos derivados.

Un claro ejemplo del compromiso mundial de atender esta
problematica es el proceso de negociacion de un Protocolo sobre
Bioseguridad para el movimiento transfronterizo de transgénicos
en el marco del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica. Proceso
que inicié en 1994 y cuyas primeras dos rondas de negociacion
tuvieron lugar en Montreal, Canadé (agosto de 1998) y Cartagena,
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Colombia (febrero de 1999) (13, 17, 22).

La mayoria de los OGM agricolas son productos disefiados para
resolver problematicas productivas especificas y para ser comercia-
lizados directamente (granos, frutas y hortalizas frescas) o como
productos derivados (harinas o aceites). Si bien el contexto agricola
y ecoldgico constituye el enfoque prioritario, también comentare-
mos en forma breve temas como el consumo humano de OGM o
sus productos, la propiedad intelectual, las posibles consecuencias
sociales y econdmicas de la introduccion de semillas de origen
transgénico en el campo mexicano y la situacion de la agenda inter-
nacional en bioseguridad (2,3).

Nacimiento de la ingenieria
genética de plantas

En los afios setenta se describieron los primeros métodos para
manipular genéticamente diversos organismos y en los ochenta
se desarrollaron técnicas para incorporar genes en plantas. En la
ultima década del siglo pasado se consolido la capacidad de trans-
formar genéticamente a los seres vivos, produciendo organismos
novedosos sin precedente natural.

Las primeras pruebas de campo con OGM se llevaron a cabo en
1986 en Estados Unidos y en Francia. En la década de 1986 a 1995,
se realizaron cerca de 15 mil pruebas con 56 cultivos y seis carac-
teristicas nuevas en 34 paises. De 1996 a 1997 se hicieron 10 mil
pruebas incluyendo cuatro nuevos cultivos
y un total de 10 caracteristicas. Respecto
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permiten caracterizar y manipular el material genético de cualquier
organismo.

La transferencia exitosa de genes a una planta fue posible por pri-
mera vez al descubrirse que una bacteria del suelo (Agrobacterium
tumefaciens) podia transferir un fragmento de su propio ADN al ge-
noma del nucleo de células vegetales. Agrobacterium tumefaciens es
una bacteria que induce tumores a la planta. Los genes que permiten
que el organismo exhiba esta calidad transformante residen en un
plasmido grande, el Ti, esquematizado en el Cuadro 1. Existen dos
regiones principales, situadas en este plasmido que son esenciales
para la induccion del tumor.

El primero de éstos es la region Vir, que contiene a los genes
que se expresan en la bacteria, los cuales se requieren para la trans-
ferencia del T-ADN (ADN inductor del tumor) a las células de la
planta. La segunda region principal es la region T, que se transfiere
a la célula de la planta, donde se integra en uno de los cromoso-
mas del hospedero como T-ADN que codifica la produccion de
las hormonas auxina y citoquinina de la planta, responsables de la
formacion del tumor, ademas de una molécula especifica denomi-
nada opina. Asi, la agrobacteria infecta a las células de la planta
con el plasmido Ti. Estas secretan a las opinas, que son producto
del T-ADN.

Las opinas sirven como parte del proceso de conjugacion de la
agrobacteria. La regulacion de este sistema se lleva a cabo en un

Cuadro 1. Plasmido Ti de A. tumefaciencs

al promedio anual de los diez afios previos, . .

, L . Ti Plasmid
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lugar conocido como acumulador, situado en el plasmido pTiC58
del Ti. El acumulador se compone de ocho genes: accR - accG. Los
genes se pueden dividir en tres grupos (ver Cuadro 2).

Otro componente principal que se requiere para la iniciacion de
la recombinacion es el autoinductor Al. Esta molécula es producida
dentro de las células bacterianas después de la induccion de las opi-
nas. El gen que codifica para la produccion del autoinductor se co-
noce como tral y esta situado dentro de la region tra en el plasmido
Ti. La region tra, consiste en cinco genes, traR, traA, traC, tran via
y tral. Tral sintetiza la lactona de la molécula N-(3-oxo-octanoyl)-
L-homoserina, que funciona como feromona del autoinductor Al.
Esta molécula sirve también para estimular la expresion de traR
formando un complejo traR-traR-Al, que activa la transcripcion
de varios genes requeridos para la transferencia del plasmido Ti en
otras células bacterianas, ademas de otros genes. Asi, esta molécula
se cree tiene la funcién de un segundo mensajero para transmitir
la sefial de la opina a las células bacterianas, particularmente en
los casos donde la respuesta necesita ser amplificada debido a las
concentraciones de opinas.

Se postula que el papel del autoinductor es fijar al producto
del gene traR y aumentar la afinidad de traR para otras moléculas
de traR o para el ADN de la caja tra (u otra macromolécula, tal
como la polimerasa del ARN). Existe evidencia para implicar que
el traR activo existe en forma di u oligomérica. TraR controla la
expresion de por lo menos cinco promotores. La expresion de traR
es regulada positivamente y negativamente. TraR tiene funciones
autorregulatorias cuando esta limitado el autoinductor. Uno de los
genes que se expresa como resultado de este proceso es tran via
que regula negativamente la expresion de traR.

Inicialmente, las bacterias infectan a las células de la planta
inyectando el DNA del plasmido Ti. Las células de la planta pro-
ducen las moléculas conocidas como opinas, que son las moléculas
sefial para que la Agrobacteria inicie el proceso genético. La molé-
cula autoinductora se expresa en respuesta de la cantidad de opinas
presentes dentro de la célula. El autoinductor entonces se une al
producto del gen traR, alterando su conformacion y permitiendo
que se fije a los promotores dentro de la region tra. Esto activa la
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transcripcion de los genes tra que se requieren para la transferencia
del plasmido Ti en otras células. La proteina producto del gen tran
via (por demostrar) sirve para prevenir la expresion de los genes
tra cuando la concentracion de opinas, el autoinductor y traR estan
disminuidas (23).

Otro método que se desarrolld posteriormente fue la balistica
biologica, basado en la idea de “forrar” minusculas particulas de
metal con material genético y dispararlas para penetrar la pared y
la membrana celular e incorporar el material genético a las células
vegetales.

Si bien estas son las técnicas que hasta ahora han permitido pro-
ducir plantas transgénicas, estan en desarrollo y perfeccionamiento
gran variedad de enfoques y métodos que utilizan nuevos vectores
y diseflos genéticos y moleculares (20).

La identificacion de los genes que confieren las caracteristicas
que queremos modificar o introducir, es un componente esencial
de la biotecnologia. Hay genes que ya se conocen bien y han sido
manipulados ampliamente, otros ya han sido identificados y pronto
seran utilizados para mejorar cultivos. Sin embargo, muchas carac-
teristicas que seria Util emplear, son reguladas por un gran nimero
de genes, por lo que su manipulacion mediante ingenieria genética
es muy compleja y es probable que el fitomejoramiento tradicional
sea una mejor técnica para manejar este tipo de caracteristicas.

Independientemente de la técnica utilizada, la produccion exi-
tosa de plantas modificadas requiere que se identifiquen y aislen
genes que sea util transferir, que la nueva construccion genética
sea estable y que en generaciones posteriores la caracteristica
introducida aun se exprese. En la mayoria de los casos, los genes
se transfieren a variedades de plantas que ya son utilizadas y co-
mercializadas.

En nuestro pais, la capacidad de producir plantas transgénicas
inicié con la creacion del Departamento de Ingenieria Genética
de Plantas de la Unidad Irapuato del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados (CINVESTAV/IPN), fundado por el doctor
Luis Herrera Estrella, autor principal de uno de los articulos que en
1983 demostrd que era posible manipular a las plantas mediante la
ingenieria genética.

Cuadro 2. Acumulador del plasmido Ti
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Hoy dia, ya se han incorporado a esta linea de desarrollo cienti-
fico y tecnologico grupos de investigacion de instituciones nacio-
nales como el Instituto de Biotecnologia y el Centro de Fijacion de
Nitrégeno de la UNAM, el Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan (CICY), el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), el Colegio de Posgraduados, la
Universidad de Aguascalientes y el Instituto Tecnoldgico de Cela-
ya. Ademas, existe un grupo de biotecnologia agricola radicado en
México que pertenece al Centro Internacional para el Mejoramiento
del Maiz y Trigo (CIMMYT) (16).

El sistema educativo en biotecnologia ha mejorado sustan-
cialmente en la ultima década, México ya tiene 19 programas de
posgrado en la materia dentro de instituciones mexicanas. Existen
cerca de 75 laboratorios de investigacion agricola biotecnologica y
mas de 200 investigadores activos en este campo.

Actualmente, en el CINVESTAV-Irapuato se realizan pruebas
de campo precomerciales con tres variedades de papa resistentes a
virus y en etapa de prueba y/o modificacion de variedades comer-
ciales hay jitomate, papaya y esparrago resistentes a virus; trigo y
maiz con tolerancia al aluminio; platano de lenta maduracion; frijol
resistente al “tizon de halo”, y platano y jitomate para producir
vacunas humanas.

En el Instituto de Biotecnologia de la UNAM se han clonado
genes de plantas que permitiran producir plantas transgénicas con
mayor tolerancia a la sequia y al calor. En colaboracion con CI-
MMYT, este Instituto también ha caracterizado una gran cantidad
de cepas mexicanas de Bacillus thuringiensis y sus toxinas para
determinar su efectividad sobre larvas de insectos que dafian cul-
tivos mexicanos.

Desde hace mas de tres afios, el INIFAP participa junto con
CIMMYT y otras instituciones en un proyecto internacional de
investigacion que tiene como objetivo transferir apomixis al maiz.
Esta forma de reproduccion asexual es una caracteristica que po-
dria dar mayor estabilidad a los hibridos de maiz (10, 14,15).

El CICY utiliza desde hace mas de 10 afios cultivos celulares y
organismos transgénicos de toloache y vicaria para la obtencion de
compuestos farmacéuticos. Estos desarrollos biotecnolégicos no
involucran liberar al medio ambiente un OGM.

En febrero del ano 2000, se formd la Red Mexicana de Biotec-
nologia Agricola que retine a mas de 10 instituciones y que tiene el
propésito de crear una base de datos compartida y facilitar la comu-
nicacion entre los cientificos dedicados a la biotecnologia agricola,
asi como hacer un diagnostico sobre la biotecnologia en México
y generar un foro de opiniones sobre politicas en bioseguridad y
acceso a los recursos genéticos y biotecnologicos (18).

Numerosas empresas mexicanas producen bebidas alcoholicas
y derivados de lacteos con biotecnologias tradicionales; ademas
de éstas, en México existen mas de 70 empresas que utilizan bio-
tecnologia moderna y que son, en su mayoria, empresas pequefias
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que rara vez trabajan en asociacion con instituciones mexicanas de
investigacion.

El grupo Pulsar (ahora llamado Savia) es la inica empresa
mexicana que utiliza ingenieria genética para desarrollar nuevas
variedades de hortalizas y frutales. Esta compaifiia opera global-
mente en la comercializacion de semillas (algunas transgénicas) y
en la produccion y distribucion de perecederos. El tipo de agroin-
dustria que desarrolla este grupo es diferente a la de los grandes
agroexportadores de granos transgénicos, ya que sus productos
van directamente a la venta para consumo humano y pocos de ellos
tienen como fin el procesamiento industrial.

La infraestructura y los recursos humanos con que cuenta la bio-
tecnologia en México tienen alta calidad reconocida mundialmente.
Sin embargo, esta capacidad es aun pequeiia en relacion con la pobla-
cion del pais y con el valor econémico de la produccion agricola.

Los potenciales riesgos y beneficios de los OGM deben ser
evaluados sin olvidar que su eventual liberacion al medio ambiente
sucedera en un contexto ecoldgico, productivo y cultural concreto
(1, 5,7, 19). Es por ello que consideramos aqui aspectos basicos de
la diversidad del México rural que conforman el complejo escenario
donde actuara la biotecnologia agricola.

Nuestro pais posee una inigualable riqueza botanica y zoolo-
gica tanto por su cantidad (mayor al 10% de la diversidad mun-
dial) como por su calidad (un alto porcentaje de las especies son
exclusivas de nuestro territorio). La diversidad de ecosistemas y
tipos de vegetacion es igualmente sorprendente. Semejante riqueza
bioldgica se debe a la gran variedad de topografia, climas, suelos y
geologia, asi como a los complejos fendmenos que han moldeado
la geografia y la biota en el territorio de México.

Esta matriz bioldgica y ecolodgica es el escenario donde nacie-
ron las civilizaciones mesoamericanas desarrolladas de la mano de
la agricultura, y cuyos herederos en la actualidad poseen una gran
diversidad cultural y un profundo conocimiento sobre sus recursos
biolégicos, ejemplificado por las miles de plantas utilizadas con
fines medicinales.

La expresion mas notable de la relacion entre diversidad biolo-
gica y cultura es la domesticacion de plantas y animales. El centro
mesoamericano de origen y diversidad de plantas cultivadas es uno
de los mas importantes del mundo. Entre los cultivos domestica-
dos aqui y de los que aun se cultivan variedades nativas podemos
mencionar: maiz, frijol, calabaza, algodén, cacao, chile, papaya,
aguacate, vainilla, camote, chayote, y plantas ornamentales como
nochebuena, dalia y cempastchil (9).

En nuestro territorio también habitan numerosos parientes
silvestres de estos cultivos, mismos que forman parte integral de
los recursos fitogenéticos para la agricultura y la alimentacion. La
importancia de los parientes silvestres y las variedades semido-
mesticadas y criollas de cada cultivo, cuyos custodios han sido los
campesinos e indigenas de México, estriba en que son fuente de
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variacion genética y de atributos o caracteristicas que pueden ser
aplicados al mejoramiento y la transformacion de los cultivos ante
los profundos cambios ambientales, productivos y comerciales que
enfrenta la agricultura.

Las diferentes facetas de la diversidad bioldgica constituyen un
patrimonio de gran valor para nuestro pais. Este capital natural es
de vital importancia para México debido a los servicios ambientales
que prestan tanto los ecosistemas naturales, agricolas y silvicolas
en la captacion de agua pluvial y la reposicion de acuiferos, la pro-
duccion alimentaria, la conservacion de suelos y el mantenimiento
de su fertilidad, asi como en la regulacion de los climas locales y
gases atmosféricos (especialmente la captura de CO,).

La biodiversidad de México enfrenta amenazas como la tala in-
moderada, la depredacion, los incendios, la sustitucion de cultivos,
la invasion ganadera y el manejo inadecuado de los recursos cuyas
consecuencias son casi siempre la destruccion y degradacion de los
habitats naturales, la extincién de especies y la disminucion de la
diversidad en los cultivos. Asi, los riesgos derivados de los OGM
son un elemento mas que debe ser manejado cuidadosamente para
que el potencial positivo de la biotecnologia se concrete y se eviten
los efectos negativos sobre la diversidad genética y bioldgica (8,
21).
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Fitorremediacion de metales
pesados y formacion de nanoparti-
culas usando plantas de alfalfa
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La fitorremediacion, el uso de plantas para limpiar
suelos y aguas contaminadas, se ha convertido en

una alternativa promisoria para recuperar metales de
manera ambientalmente amigable. Algunas especies
de plantas utilizadas en este proceso también pueden
absorber metales preciosos. La presente investigacion
de laboratorio e invernadero, ha demostrado que tallos
de plantas de alfalfa de 15 dias de edad cultivadas
separadamente con 320 mg L' de KAuCl4 y de AgNO,,
almacenaron 264 y 120 mg de oro y plata por kg de
biomasa seca, respectivamente. Ademas, estudios de
microscopia electronica de transmision demostraron
que estas plantas formaron nanoparticulas de oro o
plata. Estos resultados mostraron por vez primera que
es posible la sintesis de materiales nanoestructurados
en plantas vivas, y que en el futuro se pueden encontrar
otros tipos de agregacion de nanoparticulas y obtener
estructuras de valor incalculable para la ciencia y la
tecnologia.

Introduccion

Los metales preciosos han sido extensamente utilizados en
varias industrias y procesos tales como electronica, fotografia,
emision catalitica y medicina. Por tal razén, metales como el oro
y la plata han desempefiado un papel esencial en nuestras vidas.
Recientemente, particulas submicroscopicas de metales pesados
conocidas como nanoparticulas estan atrayendo la atencion de
industriales y cientificos; su tamafio oscila entre 1 y 100 nm y
son estudiadas por la nanociencia, una rama de la ciencia que
es relativamente nueva y que estd dedicada al mejoramiento y
utilizacion de instrumentos y estructuras en donde se observan
nuevas propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas (1, 2). Por

otro lado, los métodos tradicionales utilizados para recuperar los
metales preciosos han tenido un impacto negativo en el ambiente,
debido a la toxicidad de las sustancias quimicas utilizadas en
dicho proceso.

La fitorremediacion, el uso de plantas para limpiar suelos y
aguas contaminadas, se ha convertido en una alternativa promisoria
para recuperar metales de manera ambientalmente amigable (3-5).
Algunas especies de plantas utilizadas en fitorremediacion también
pueden absorber metales preciosos (6). Estudios de laboratorio e
invernadero han demostrado que plantas de alfalfa tienen alta ca-
pacidad para absorber metales pesados (5) y para formar nanopar-
ticulas de oro (7). Con base en esas observaciones, se investigo la
habilidad de estas plantas para absorber, independientemente, oro
y plata y formar nanoparticulas de estos metales. En esta investi-
gacion se utilizo un microscopio electronico de transmision (TEM)
con resolucion atdémica y un espectroscopio de absorcion de rayos
X (XAS) para confirmar la formacion y el agregado y crecimiento
de nanoparticulas de oro y plata dentro de la planta de alfalfa.

Materiales y métodos

PREPARACION DEL MEDIO Y SIEMBRA: Semillas de alfalfa de la va-
riedad Mesa fueron sumergidas en formaldehido al 3% durante
15 minutos y enjuagadas tres veces con agua desionizada estéril
como lo indican Peralta et al. (5). Aproximadamente 50 semillas
fueron colocadas en frascos Mason de 400 mL de capacidad que
contenian 200 mL de medio nutritivo ajustado a pH 5.8, previa-
mente esterilizado en autoclave a 1.2 kg cm?de presion durante
30 minutos. Se utilizaron concentraciones de 0, 5, 10, 20, 40, 80,
160 y 320 mg L' de Oro(III) de la sal tetracloroaurato de potasio.
El medio previamente descrito (5), fue modificado para el estudio
de la plata. Las sales de cloruro fueron sustituidas por sales de
nitratos o sulfatos para evitar la formacion de cloruro de plata.
Solamente se conservaron las sales MnCl,4H,0 y FeCl, como
fuentes de cloro, requerido para la nutricion de las plantas. Como
fuente de plata se utiliz6 nitrato de plata (AgNO,) a las concentra-
ciones 0, 40, 80, 160, y 320 mg de plata por litro de solucién. El

' Departamento de Quimica y Programa Doctoral en Ingenieria y Ciencia Ambiental, Universidad de Texas en El Paso, El Paso, TX 79968; Tel:

(915) 747-5359: Fax: (915) 747-5748, E-mail: jgardea@utep.edu.

2 Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de Texas en Austin, Austin, TX 78712-1062.
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Tabla 1. Absorcion y transporte de oro en plantas de alfalfa. Los datos representan el promedio de 40 + 5 plantas.

mg kg’ en Concentracion en Error Concentracion Error
el medio raices (mg kg™) estandar en tallos (mg kg) estandar

Au 10 356 54 56 6

Au 20 317 26 16 1

Au 40 357 17 33 2

Au 80 998 63 34 3

Au 160 1779 161 88 3

Au 320 5704 109 264 22

medio fue solidificado utilizando 5 g L' de Difcobacto agar. Todos
los frascos fueron cubiertos con plastico transparente después de la
siembra, para evitar contaminacion externa y permitir la ilumina-
cion. Las plantas fueron expuestas a 12 h de luz, 25°C e irradiacion
de 39 imolm?s’'. Cada tratamiento fue replicado tres veces para
propositos estadisticos.

DETERMINACION DE LA ABSORCION DE ORO Y PLATA POR LAS PLANTAS
DE ALFALFA: Las plantas fueron cosechadas después de dos semanas
de crecimiento. Después de la cosecha, las plantas de cada repeti-
cion fueron sumergidas por 10 segundos en una solucién 0.01M de
HNO, y enjuagadas tres veces con agua desionizada. Seguidamente
se separaron los tallos de las raices y se secaron en un horno duran-
te 72 h a 70°C, se registraron los pesos y se disolvieron en 6 mL de
HNO, de alto grado de pureza utilizando un horno de microondas
CEM (Marsx, Mathews, NC 28105-5044). Después de la diges-
tion, las muestras fueron aforadas a 10 mL utilizando agua doble
desionizada y se les determiné el contenido de oro y plata mediante
espectrometria de emision Optica con plasma inductivamente aco-
plado (ICP/OES) (Perkin-Elmer Optima 4300 DV).

Estupios DE ABSORCION DE RAYOS X (XAS): Los estudios de ab-
sorcion de rayos X fueron realizados para determinar el estado de
oxidacion y los posibles grupos funcionales que ligan el oro y la
plata dentro de la planta de alfalfa. Las raices y tallos previamente
lavados fueron sumergidos por separado en nitrégeno liquido du-
rante 40 min y posteriormente fueron secados al vacio utilizando
un sistema de secado en frio (Freeze Dry System) durante dos dias
para remover el agua de las muestras. Las muestras deshidratadas
fueron pulverizadas utilizando mortero y pistilo y colocadas en la
ranura de 1.00 mm de didmetro de una placa de aluminio, fueron
cubiertas con tape Mylar y analizadas en el Laboratorio de Radia-
cion Sincroton de la Universidad de Stanford (Stanford Synchrotron
Radiation Laboratory —SSRL—) .

ESTUDIOS DE MISCROSCOPiA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM):
Muestras de tejido sin tefiir fueron inmersas en resina sintética y
secadas en un horno a 60°C durante 24 h; después fueron cortadas

con microtomo (~ 50 nm de espesor), colocadas en una base de Cu
y analizadas en el TEM. Las posibles fuentes de contraste en las
muestras fueron el grosor, el contraste en la difraccion y las propias
nanoparticulas de oro y plata. Los cortes de tejido fueron analiza-
dos en un TEM modelo A JEOL 2010-F, equipado con un sistema
de dispersion de energia de rayos X (X-ray EDS) para estudiar las
nanoparticulas dentro de la planta.

Resultados y discusion

ABSORCION DE ORO Y PLATA POR LAS PLANTAS DE ALFALFA. La concen-
tracion de oro encontrada en las raices y tallos de las plantulas de
alfalfa se muestra en la Tabla 1. Como se observa en la tabla, la
concentracion calculada de oro (con base en el peso seco) en las
raices oscilo entre 356 mg kg~' a 5,704 mg kg~! para los tratamien-
tos de 10 mg L' y 320 mg L', respectivamente. La concentracion
de este metal encontrada en los tallos de las plantas de alfalfa fue
significativamente mayor que las concentraciones encontradas por
otros investigadores en especies de plantas hyperacumuladoras
de oro (6), lo cual podria explicarse por la capacidad natural de
la planta para absorber oro o por las condiciones experimentales
utilizadas. Las concentraciones de plata encontradas en las raices
y tallos de las plantulas de alfalfa se muestran en la Tabla 2. Las
tablas 1 y 2 muestran que cuando el medio contenia 320 mg L', de
oro o plata, la absorcién y transporte de oro fue mayor, comparado
con la absorcidn y transporte de plata. Jones y Peterson (8) encon-
traron que en Lolium perenne, la plata es retenida mayormente en
las raices; sin embargo, las concentraciones de oro y plata encon-
tradas en los tallos de las plantas de alfalfa indican que esta especie
tiene posibilidades para ser usada en la fitomineria de oro y plata,
si las condiciones del suelo permiten su cultivo.

Estupios DE ABSORCION DE RAYOS X (XAS): Los espectros de
absorcion de rayos X en la region del umbral de ionizacién (XA-
NES) [X-Ray Absorption Near Edge Structure (XANES)] del oro
contenido en las raices y tallos de las muestras de alfalfa, asi como
de los compuestos modelo, se muestran en la Figura 1a. La energia
de absorcion del oro en los tejidos de las plantas y en la muestra
de agar corresponde a la energia del oro(0) (11.981 keV) yno a la
energia del tetracloroaurato, que fue el compuesto utilizado en el
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Tabla 2. Absorcion y transporte de plata en plantas de alfalfa. Los datos representan el promedio de 40 + 5 plantas.

mg kg™ en Concentracion en Error Concentracion Error
el medio raices (mg kg™') estandar en tallos (mg kg™) estandar
Ag 40 600 20 10 2
Ag 80 700 15 18 3
Ag 160 1000 120 20 2
Ag 320 2700 109 120 10

medio de cultivo (9). La Tabla 3 muestra los enlaces de los atomos
de oro en cada muestra investigada, la distancia del enlace (R) y la
bondad del ajuste (0?). Como se deduce de estos datos, el vecino
mas proximo en el tetracloroaurato muestra una distancia interatd-
mica mucho mas corta que la del vecino mas proximo en los ato-
mos de oro contenido en los tejidos de la planta y el de las muestras
de agar. Sin embargo, el vecino mas proximo en el oro (0) (lamina
de oro) se encuentra a la misma distancia que el vecino mas proxi-
mo en el oro de la planta y el de la muestra de agar, lo que confirma
que el oro encontrado en las plantas de alfalfa es oro(0).

La Figura 1b muestra los espectros XANES correspondientes a la
plata contenida en raices y tallos de la alfalfa, en la muestra de agar,
en el compuesto (AgNO,) y en la lamina estandar de plata [plata
(0)]. Como se observa en la figura, los espectros obtenidos de las
raices, tallos y agar son muy similares y su pico de absorcién apa-

rece al mismo nivel de energia que la lamina de plata.

Los porcentajes de iones de plata en el medio de cultivo y en el
tejido de la planta de alfalfa se pueden ver en la Tabla 4 que mues-
tra que la mayoria de los iones de plata en el tejido de la planta y en
el medio de cultivo se encontraban como Ag(0), lo que indica que
la planta absorbe este metal sin carga eléctrica.

Estupios pE TEM: La Figura 2a es una imagen de TEM de poca
magnificacion que muestra un tallo de alfalfa donde se observan
nanoparticulas agregadas. En esta imagen los puntos negros corres-
ponden a las nanoparticulas. En la imagen también se observa que
las nanoparticulas se distribuyen por zonas. La Figura 2b muestra
el espectro de dispersion de energia de rayos-X (EDS) correspon-
diente a una nanoparticula seleccionada al azar. Este espectro con-
firma que la nanoparticula es de oro puro. El estudio se repitié en
varias nanoparticulas confirmando que todas ellas estan formadas

(a) :

(b)
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las raices y los transporta a los tallos como Ag(0).

Figura 1(a) XANES del oro encontrado en raices y tallos de la alfalfa, en la muestra de agar enriquecida con oro, en la la-
mina de oro y en el compuesto tetracloroaurato (7). (b) XANES de la plata encontrada en raices y tallos de la alfalfa, en la
muestra de agar enriquecida con plata, en la lamina de plata y en el compuesto nitrato de plata.

La figura demuestra que los iones de plata Ag*' se reducen en el medio y como en el caso del oro, la planta los absorbe por
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de oro puro. Los estudios reflejaron resultados similares para el
caso de la plata (datos no mostrados). Estos resultados muestran
por vez primera que es posible la sintesis de puntos quanticos en
plantas vivas, y que en el futuro se pueden encontrar otros tipos
de agregacion de nanoparticulas y obtener estructuras de valor
incalculable para la ciencia.
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52
Tabla 3. Ajuste FEFF para el oro contenido
en la planta, el agar y el compuesto de oro
utilizado en el medio de cultivo
Muestra Enlace R(A) 52
Tetracloroaurato Au-Cl 2.28 0.0141
Lamina de oro Au-Au 2.86 0.0081
Au 320 Agar Au-Au 2.87 0.0041
Au 320 raices Au-Au 2.85 0.0044
Au 320 tallos Au-Au 2.86 0.0046
Au 160 raices Au-Au 2.86 0.0056
Au 80 raices Au-Au 2.86 0.0069
Au 40 raices Au-Au 2.86 0.0070
Tabla 4. Porcentajes de Ag (0) y
Ag (l) presentes en las muestras
Muestra %Ag (1) %Ag (0)
Nitrato Lamina
Ag agar 320 1.5 98.5
Ag raices 320 5.1 94.9
Ag tallos 320 3.3 96.7
(a) (b)

Au
Au
Au
Au Au
gh‘,J Aﬁ’J Au
R (T wllw

Figura 2. (a) Imagen TEM de baja magnificacion de tallos de alfalfa mostrando (b) el analisis EDS que confirman que

las nanoparticulas estan formadas de oro puro (7).
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the following specifications:

1) Papers should be from original research and with scientific
content.

2) Once published, articles cannot be published elsewhere in the
same form, in any language, without the consent of UACJ
publishers.

3) Papers may be: research articles, short manuscripts and invited
reviews, belonging to the fields of natural or exact sciences
(biology, life sciences, chemistry, mathematics, physics, etc).
Final decisions concerning acceptability of the manuscripts
will be made by the Editorial Board.

4) Papers may be written in English, Spanish or any Romance
language. If a translation to Spanish is submitted, the text in
original language should also be provided.

Abstracts written both in Spanish and English should also be
provided.

5) Originals are not sent back.

6) If the author fails to respond to the final comments of the Edi-
torial Board of Ciencia en la Frontera: Revista de Ciencia y
Tecnologia de la UAC]J, the journal can make editing changes
which do not modify the original content of the article.

7) Papers should meet the following format:

a) Short and concise title, written in both English and Spanish or
Romance languages.

b) A briefabstract between 40 and 150 words, which should also
be written in both languages.

¢) Name and nationality of authors.

d) Affiliation of authors, including highest degree and research
field of all authors.

e) Author affiliations should be included as footnotes starting
from number 1.

Ex. Ramirez, J. L.! y Martinez, R.?

1 Universidad de Puebla, México.

2 Universidad de Santiago Compostela, Espaiia.

Footnotes should be posted at the bottom left side of the page
where they are mentioned.

f) Specify type of paper, i.e. Research article, Short manuscript
or Invited Review.

g) Postal address of the corresponding author, which includes:
telephone, fax and e-mail. Corresponding author should be
highlighted wit an asterisk (*) mark.

h) Manuscripts should be submitted in triplicate, printed in one
side only, letter or A4 size paper, doble-spaced, with margins
of 3 cm.

i) A disk copy of the manuscript in Win/Word 6.0 or higher,
should also be provided. Figures and tables should be sent
in Excel or WinWord 97, each saved in a different file.

j) For Research articles, manuscript length should be between
10 and 30 pages, plus figures and tables. Short manuscripts
should be shorter than 10 pages, plus figures and tables.



k) Figures and tables should be mentioned in the text, and
numbered in Arabic numbers. The software in which they
were created, should be mentioned.

1) Figure and table legends should be concise and understan-
dable, and should be listed at the end of the manuscript
(after references).

m) Bibliographic references should be quoted in the text by
writing the last name of the first author and publication year
between parentheses. References will be included at the end
of the text, ordered alphabetically.

n) In references for book titles, capital letters should be used only
at the beginning of the title and on authors names.

0) When using abbreviations, the full meaning of them should
be provided, when mentioned for the first time.

p) Bibliographic references should be formatted as follows:

BOOK REFERENCES:

- Author’s last name, name (year). “Book title”. City: Editorial.

Total pages.

Ex:

Foucault, Michael (1984). “Las palabras y las cosas”. México:
Siglo XXI. 200 pp.

BOOK SECTION REFERENCES:

- Author’s last name, first name (year). “Section title”. En: Editor’s
name and last name (ed.). Book title. City: Editorial. Pages.

Ex:

Levine, Frances (1991). “Economic perspectives on the Comanchero
trade”. En: Catherine A Spielmann (ed.). Farmers, hunters and colonists.
Tucson, AZ: The University of Arizona Press. 155-169.

JOURNAL REFERENCES:

- Auhor’s last name, fist name(s) initial(s).; other authors. (year).
“Article’s title”. Journal abreviation, volume, pages.

Ex:

Sagara, Y., Fernandez-Belda, F., de Meis, L. e Inesi, G. (1992). “Cha-
racterization of the inhibition of intracellular Ca*" transport ATPases
by thapsigargin”. J. Biol. Chem., 267, 12606-12613.

Rivas-Caceres, R. (1999). “Médanos de Samalayuca. Un urgente
reclamo, una estrategia emergente”. Ciencia en la Frontera, 1, 29-
32.



NORMAS DE PUBLICACION
PARA COLABORADORES

El comité editorial de la revista Ciencia en la frontera: revista
de ciencia y tecnologia de la UACJ acoge con gusto propuestas de
articulos para su publicacion, bajo dos modalidades: articulos de
investigacion y avances de investigacion (articulos derivados de tesis
de pregrado, escritos por los estudiantes y avalados por sus asesores).

Las normas establecidas para la publicacion son las siguientes:

1) Los trabajos deberan ser de calidad cientifica e inéditos, avalados
por un investigador de carrera.

2) Una vez publicado el articulo, los derechos de autor pasan a
la UACI.

3) Los articulos pueden ser de fondo (de investigacion), revisio-
nes invitadas (actualizaciones en temas de investigacion) o
comunicaciones breves (avances de investigacion), los cuales
deberan referirse a las areas de ciencias naturales y exactas,
ajustandose al dictamen del Comité Editorial, quien evalua su
contenido cientifico de calidad y decide sobre la pertinencia
de su publicacion.

4) Los trabajos pueden ser enviados para su publicacion en el
idioma inglés, el espafiol u otras lenguas romances. Si se envia
una traduccion al espafiol, hay que adjuntar el texto también en
forma original. Los articulos deberan incluir resumen en espafiol
seguido de uno en inglés (y viceversa).

5) No se devuelven los originales.

6) En caso de que el autor no responda después de haberse presentado
las correcciones o dudas de su trabajo, la revista Ciencia en la
frontera: revista de ciencia y tecnologia de la UAC]J, se reserva
el derecho de hacer los cambios de edicion sin modificar el con-
tenido original de la obra.

7) Los trabajos deben ajustarse a los siguientes requisitos (de no

cumplirse con ellos, no se consideraran para su publicacion):

a) Titulo del trabajo, breve y conciso en inglés y espaiiol.
b) Un resumen del contenido de una extension aproximada de 40

palabras como minimo y 150 palabras como maximo que debera
estar en inglés y espafiol.

¢) Nombre y nacionalidad del autor.

d) Adscripcion de todos los autores, incluyendo el maximo grado
de estudios y area de especializacion.

e) La institucion de adscripcion de los autores participantes
debera incluirse como un pie de pagina, comenzando con el

numero 1.

Ejem. Ramirez, J. L.' y Martinez, R.?
1 Universidad de Puebla, México.

2 Universidad de Santiago Compostela, Espafia

Los pies de pagina, que denotan tanto la institucion de adscripcion
como ciertos tipos de notas, etc; apareceran en el margen inferior
izquierdo de la pagina en la que se mencionen.

f) Naturaleza del trabajo: articulo de investigacion, avance de

investigacion, etc.

g) Direccion para correspondencia que incluya: teléfono, fax y
correo electronico. El nombre del autor al cual se dirigira la
correspondencia debe indicarse con un asterisco (*).

h) Presentar tres originales impresos en una sola cara, en papel Bond

tamafio carta o A4, a doble espacio y con margenes de 3 cm.



i) Adjuntar el texto con una copia del trabajo en disquet, en
formato Win/Word 6.0 en adelante, los cuadros y figuras en
hoja de Excel o Win/Word ‘97 en adelante. Cada figura debera
estar grabada en un archivo individual.

j) Laextension del trabajo debera ser de un minimo de 10 cuarti-
llas de texto mas las figuras, y de un maximo de 30 cuartillas
mas las figuras para un articulo de investigacion. La extension
de los avances de investigacion debera ser de un maximo de
10 cuartillas de texto mas las figuras.

k) Las ilustraciones, cuadros y fotografias, deberan referirse
dentro del texto, enumerandose en el orden que se cita en
el mismo, e indicar el programa de computo en el que estan
elaborados.

1) Los pies de figura deberan ser claros, de forma que se entiendan
sin necesidad de leer el texto. Estas deberan incluirse en un
listado después de la bibliografia.

m) Las referencias bibliograficas deben asentarse de la forma
convencionalmente establecida en espafiol, es decir, indicando
éstas en el cuerpo del texto con los apellidos del primer autor
y afio de publicacion entre paréntesis, y los datos bibliografi-
cos al final del escrito. La bibliografia se presenta al final del
articulo por orden alfabético.

n) Al citar los titulos de libro se deben utilizar maytsculas s6lo
al inicio y en nombres propios.

0) Almenos la primera vez, se deben proporcionar la equivalencia
de las siglas empleadas en el texto, en la bibliografia y en los
cuadros y las figuras.

p) Distribuir los datos de las referencias bibliograficas de la
siguiente manera:

REFERENCIA DE LIBRO:

- Apellidos, nombre del autor (afio). Titulo del libro. Lugar: Edi-
torial. Numero de paginas totales.

Ejemplo:
Foucault, Michael (1984). Las palabras y las cosas. México: Siglo
XXI. Pp. 30-45.

REFERENCIA DE CAPITULO DE LIBRO:

- Apellidos, nombre del autor (afio). “Titulo del capitulo”. En:
Nombre y apellido del editor (ed.). Titulo del libro. Lugar: Editorial.
Paginas.

Ejemplo:
Levine, Frances (1991). “Economic perspectives on the Coman-
chero trade”. En: Catherine A Spielmann (ed.). Farmers, hunters and
colonists. Tucson, AZ: The University of Arizona Press. 155-169.

REFERENCIA DE REVISTA:

- Apellido(s) del autor, inicial(es); otros autores. (afio). “Titulo del
articulo”. Nombre de la revista, abreviado segun el citation index o

como aparezca en el articulo original, volumen, paginas.

Ejemplos:

Sagara, Y., Fernandez-Belda, F., de Meis, L. e Inesi, G. (1992).
“Characterization of the inhibition of intracellular Ca2+ transport
ATPases by thapsigargin”. J. Biol. Chem., 267, 12606-12613.

Rivas-Céceres, R. (1999). “Médanos de Samalayuca. Un urgente
reclamo, una estrategia emergente”. Ciencia en la Frontera, 1, 29-
32.
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