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FAS: UN
DETONADOR
PARA LA
MUERTE
CELULAR

La homeostasis del organismo re-
quiere un exquisito equilibrio entre pro-
liferaciény muerte celular. A pesarde las
connotaciones negativas del término
“muerte celular”, lo cierto es que este
proceso es fundamental en muchas oca-
siones para un correcto funcionamiento
del organismo (ver “Encuentros en la
Biologfa, nim. 2, noviembre 1992). En
concreto, la muerte celular programada
es muy importante en el desarrollo del
sistema inmunitario. Los linfocitos
autorreactivos, que reconocen antigenos
propios del organismo, deben morir para
evitar problemas de autoinmunidad.

Una de las formas més conocidas
de la muerte celular programada es la
apoptosis, en la que se produce la
condensacién del citoplasma, la
segmentacién del nicleo y la degrada-
ciéndel DNA. Conobjetode profundizar
en los mecanismos de la apoptosis, un
equipodeinvestigadores japoneses desa-
rrollé un anticuerpo monoclonal utilizan-
do fibroblastos humanos como
inmunédgeno. Pudieron demostrar que ¢l
anticuerpo estaba dirigido contra un
antigeno de superficie al que denomina-
ron Fas {Yonchara et al., J.Exp. Med, 169,
1747 (1989)]. El antigeno Fas se expresa-
ba en varias células humanas, fundamen-
talmente en linfocitos T y fibroblastos,
asi como en higado, timo, corazén, ovario
y pulmén. Lo mds notable de este
anticuerpo es que cuando células expre-
sando el antigeno Fas eran puestas en su
presencia, mostraban signos de apoptosis
y morian en poco tiempo. Esto podia
atribuirse a dos causas: o bien el anticuerpo
mimetizaba un factor que al unirse al
antigeno Fas dispara el proceso de muer-
te celular, o bien bloqueabala uniéna Fas
de un factor esencial para la superviven-
cia de la célula. Poco después se consi-
gui6 determinar la secuencia del ¢cDNA

codificante para Fas [Itoh etal., Cell, 66,
233 (1991)]. La estructura primaria del
antigeno mostraba una gran similaridad
con los receptores de TNF (factor de
necrosis tumoral) y NGF (factor de creci-
miento nervioso). Crecia asi la posibili-
dad de que Fas estuviera relacionado con
fa transduccién de
desencadenante de la apoptosis. Los au-

una secnal
tores de este trabajo especulaban con la
posibilidad de que los anticuerpos anti-
Fas pudieran desempenar algin papel
terapéutico en el SIDA; en efecto, los
linfocitos infectados por el HIV eran mds
sensibles a la accién citolftica del
anticuerpo que los libres del virus.

Una relacién entre ¢l proceso de
seleccién linfocitaria para evitar la
autorreactividad y el antigeno Fas pudo
establecerse muy pronto. En cfecto, el
gen codificante para Fas se asigné al
cromosoma 19 del ratén, en las proximi-
dades de una mutacidn recesiva bien
conocida en esta especie, la {pr (por
“linfoproliferacién”). Los ratones /prde-
sarrollanuna graveanomalia inmunitaria,
con autoanticuerpos anti-DNA, artritis,
glomerulonefritis y proliferacién
linfocitaria, un cuadro similar al lupus
eritematososistémico humano. Dadoque
el antigeno Fas podrfa mediar en la
apoptosis de linfocitos T autorreactivos,
era tentador suponer que la mutacién Jpr
afectaba al gen codificante del antigeno
Fas. En efecto, un grupo estadouniden-
se-japonés demostréalteraciones del gen
codificante para Fas en ratones /pr
[Watanabe-Fukunaga etal., Nasure, 356,
314 (1992); Adachi et al.,
Proc.Natl.Acad.Sei., 90, 1756 (1993)]. El
problema del ratén mutante prradica en
que la ausencia (o la presencia de una
forma inactiva) de Fas en la superficie de
sus linfocitos T  impide desencadenar el
proceso de apoptosis, con lo quelinfocitos
autorreactivos se acumulan y acaban pro-
vocando reacciones de autoinmunidad.
Una prucba definitiva de que Fas media
en la apoptosis ha venido de la mano del
mismo equipo japonés [Ogasawara etal.,
Nature, 364, 806 (1993)]. La inyeccidén
intraperitoneal de pequefas cantidades
del anticucrpoanti-Fas enratones produ-
cc sumuerte cn pocas horas por apoptosis
masiva de los hepatocitos. Por supuesto,



Miogenina: Ahora si se hizo
blanco.

En un nomero anterior
(Encuentros en lo Biologfa, nom. 6,
marzo 1993) comentibomos
acerca de los factores de transcrip-
cion miogénicos, capaces de
transformar distintos c8lulas en
cultivo en célulos musculores.
Tombién veiamos que, de forma
inesperada, lo inactivacion en el
raton de los genes codificantes poro
dos de estos factores, MyoD y myf-
5, carecia de efectos sobre el
desarrollo muscular. Por tanto,
estos factores no parecian jugar,
por st mismos, un papel clove en
dicho desanollo. La situaci6n estd
olgo més clara después de que dos
equipos, de forma independiente y
simultdnea, hayan conseguido
inactivar el gen de un tercer factor
miogénico, la miogenina [Hasty et
al,, Nature, 364, 501 (1993) y
Nabeshima et al., Nature, 364,
533 (1993)). En este caso, los
ratones nacieron casi sin msculo
esquelético, muriendo por
insuficiencia respirotorio aguda. En
los lugares donde debi6 formarse
misculo se observaron grondes
masas de mioblostos
indiferenciados que, en cultivo, i
produjeron los miotubos
plurinucleados tipicos de los fibras
musculares. Por tanto la miogenino
parece ser un factor esencial poro
lo formacién del msculo
esquelético.

los ratones /pr(que no producen la forma
acuvade Fas)sobreviven sin problemasa
la inyeccion. Estos resultados ponen se-
riamente en cuestién la posibilidad co-
mentada antes para el uso de anti-Fas en
cl tratamiento del SIDA.

Muchas preguntas quedan en ¢l
aire: jPor qué los hepatocitos expresan
Fas? Probablemente este antigeno esta
implicado en procesos normales de
apoptosis de hepatocitos, tal vez para
eliminaraquellos cuyo DNA estd danado
por mutdgenos. ;Podria estar Fas relacio-
nado con algunos casos inexplicables de
hepatitis fulminante observados en hu-
manos? Y la pregunta principal, jcuil esy
quién produce el ligando normal que se
une alantigeno Fasy que desencadena la

apoptosis? R.M.

LAS PLANTAS
TRANSGENICAS
COMO MODELO
PARA ESTUDIAR
EL
METABOLISMO

Lastécnicas debiologia molecular
permitenen laactualidad la construccién
de genes que no existen en la naturaleza
(genes quiméricos) y el estudio de su
expresién en organismos superiores gra-
cias al desarrollo de diversas técnicas de
transformacién. Una gran parte de los
trabajos se realizan en ciertas especies
vegetales (p.e. tabaco) gracias a la facili-
dad que presentan para la transforma-
cidn, regeneracion y cultivo i vitro. La
técnica de transformacién mas utilizada
eslainfeccidn con A. tumefaciens. Algunas
cepas de esta bacteria poseen la capaci-
dad de producir tumores en varias espe-
cies de vegetales, gracias a la existencia
de un elemento extracromosémico con
capacidad de inducir el crecimiento
tumoral [plismidos Ti (tumour-
inducing)]. La transformacién de las
células vegetales se debe a la integracién
enel genoma vegetal de unaregiéon delos
plasmidos T que se denomina T-DNA
(transferred DNA; para mis detalles ver
Old, R W. y Primrose, S.B, Principles of
gene manipulation, 1989). Para facilitar la
identificacién de las células transforma-
das, junto con ¢l gen quimérico objeto de

estudio, se Introduce dentro de la region
T un gen marcador (p.c. resistencia a lu
kanamicina) que permite, en un medic
selectivo, el erecimiento e identificacion
de las células recombinantes. Los orga-
niSn]()S [rﬂnslﬂél‘llC(L\ I'C[)rCSCn[LIH un.:
magnifica herramienta de trabajo para
estudiar el papel fisiolégico de una pro-
teina. Una de las estrategias utilizadas es
larepresiéondel gen que codificala protei-
na mediante la expresién de un gen qui-
mérico que produce mRNA antisentido.
La represion del gen endégeno puede
afectara multitud de procesos de desarro-
Ho o vias metabdlicas, permitendo cono-
cer mejor la funcidn biolégica de la pro-
teina que codifica ¢l gen. Asf, Hamilton
v col. {Nature, 346, 284, (1990)] identifi-
caron la enzima formadora de etileno
mediante la produccion de RNA
antisentido en plantas transgénicas de
tomate. Los niveles de esta proteina en
las plantas transgénicas fueron notable-
mente disminuidos v como resultado de
cllo, la produccién de etileno. Una se-
gunda posibilidad de conocer mejor la
funcién de una proteina es su sobrepro-
duccién. Hudspeth y col. [Plant Physiol.,
98, 458 (1992)] expresaron la
fosfoenolpiruvato carboxilasa de maiz en
tabaco, enzima clave enla fotosintesis de
plantas C4 donde los niveles de esta
proteina son 10 veces superiores a los
existentes en plantas con metabolismo
C3. Enlas plantas transgénicas de tabaco
(tipo C3) la expresién de la enzima de
mafiz provoco el aumento enel contenido
de malato, indicando que el metabolisma
del carbono resulté afectado por la expre-
sion de la enzima heteréloga v que ¢l
control de los niveles de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa es impor-
tante para la realizacidn de la fotosintesis
de tipo C3. Ademids, los cambios
metabélicos producidos por la introduc-
cién de una proteina pueden afectar al
comportamiento fisioldgico de las células
yconllevarcambios enla expresiénde los
propios genes endégenos. Hirel v col.
[Plant Mo/. Biol., 20,207 (1992)] observa-
ron que la expresién de la isoenzima
citosélica de la glutamina sintetasa de
soja en plantas transgénicas de tabaco
provoca la induccién en las hojas del gen
nativo que codifica la enzima citosélica.
cuyos niveles normales de expresién son
bajos. Dado quela glutamina sintetasa e
responsable de la asimilacién de amonio
ysintesisde glutamina, Hirel y col. sugie-
ren la existenciade un control metabdlico



Fraude jurdsico

Una resefio aparecida en
Nature o lo peliculo “Parque
Jurdsico” ha provocado una cierta
polémica debido a una frose de su
autor, el editor adjunto Henry Gee:
“Bl esquema cientffico no es
completomente escondaloso. A
menos que uno mire demosiodo
cerca, no hay nada imposible en
ello, en teoria”. A lo que un
miembro de la empreso Biokssays,
radicoda en lo universidad de
Combridge, ha contestado que ol
menos dos factores hacen
imposible lo “sintesis” de
dinosourios de lo forma descrita en
lo peliculo [Wilkins, Nature, 364,
568 (1993)]. En primer lugar, el
DNA, no importa como de bien
conservado esté, sufre predesiones
mutacionales con una foso
proporcional al tiempo, y estamos
hablando de mas de 65 millones
de afios. En segundo lugar, y més
grave adn, es imprescindible una
compatibilidad grande entre el
genoma y el citoplosma para
qarontizar el desarrollo y: eso sdlo
es posible entre especies muy
cercanas. Para obtener un
dinosaurio hace falto un buen
genoma de dinosaurio en un
citoplasma de dinosaurio, y no hay
forma de conocer y reproducir o
composicitn de este Gltimo.

que afecta la expresion de ciertos genes
en plantas. Aunque, las enzimas de los
anteriores ejemplos, glutamina sintctasa
y fosfoenolpiruvato carboxilasa, presen-
tan pocos laxos comunesaparentes, pues-
to que ambas enzimas estan involucradas
en procesos metabdlicos diferentes, la
actividades
enzimaticas 17 vive puede ponerde mani-

alteracién de estas
fiesto otros mecanismos de regulacion
desconocidos. Porejemplo, se ha descrito
la induccién de los genes de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa por la
glutamina [Sugibharto, B. y Sugiyama, T,
Plant Physiol., 98, 1403 (1992)], porlo que
las plantas transgénicas que contienen
nivelesalterados de la glutaminassintetasa
pueden representar un buen modelo para
estudiar la regulacién metabdlica de la
expresiéon de la fosfoenolpiruvato
carboxilasa. En definitiva, la expresién
de proteinas heterélogas en plantas
transgénicas puede permitir el estudio de
sistemas de regulacién poco conocidos y
la identificacion de otros desconocidos,
lo que permite un mejor conocimiento
del papel biolégico de la proteina. F.G.

SOFISTICADOS
MECANISMOS
DE
COMUNICACION
ENTRE
BACTERIAS
FITOPATOGENAS
Y PLANTAS

LLos hongos y bacterias
fitopatégenos expresan baterfas de genes
implicados en ¢l establecimiento de la
infeccién, mientras que unaseriede genes
se expresan en la planta como parte de su
respuesta. La patogenicidad y el rango de
hospedador son determinados por varias
funciones positivas de la bacteria y por el
fallo de la planta para reconocer la bacte-
ria e inducir las reacciones de defensa.

Las interacciones entre bacterias
fitopatdgenas y sus plantas huésped se
puedendividirendos grandes categorias:

a) compatible, en la que se observa un
crecimicnto ripido y abundante de lu
poblacién bacteriana sobre los tejidos
vegetales provocando el desarrolio de los
sintomas de la enfermedad, p.e la infec-
cion por Pseudomonas syringae po. tomaty
sobre la mayorfa de las variedades culu-
vadas de tomate. b) incompatible. el cre-
cimiento microbiano es muy limitado y
no sc observan sintomas de la enferme-
dad, esta interaccién incompatible esta
normalmente correlacionada con Ia
induccién de la  respuesta  de
hipersensibilidad (HR), p.c. tras la
inoculacion de P. syringae  po. tomatu
sobre plantas de tabaco. La HR también
se presenta en casos de resistencia espe-
cificadelaplantafrenteaciertos genotipos
de la bacteria, p.c. tras la inoculacién de
cepasdelarazaSde P. syningaepo. glycinae
sobre algunas variedades de culuvo de
soja resistentes a esta raza, comola Acme.
Por el contrario, la inoculacion de bacte-
rias no fitopatégenas, como Pseudomonas
Sfluorescens o Escherichia coli, en plantas no
produce la aparicién de la HR.

El rango de hospedador de un gran
nimero de bacterias patégenas de plan-
tas viene determinado por factores posi-
tivos que incrementan la virulencia o el
rango de hospedador (p.c. toxinas o
enzimas liticos que degradan las paredes
celulares facilitando la entrada del
patégeno y su nutricidn) y factores nega-
tivos que los reducen, como los genes de
avirulencia {(@vr), que provocan la HR en
plantas no susceptibles restringiendo el
rango de hospedador [Keen & Staskawicz,
Ann. Rev. Microbiol 42, 421 (1988)]. La
HR tiene un papel fundamental en la
manifestacién de la resistencia de las
plantas a las enfermedades infecciosas, ¢
implica efectos relativamente rdpidos
sobre las membranas plasmdticas del ve-
getal, seguidas de una rdpida necrosis de
las células infectadas o préximas al punto
de invasidn; igualmente se produce una
ripida desrepresion de varios genes de la
planta, induciéndose la sintesis de dife-
rentes sustancias implicadas enlos meca-
nismos de defensa de la planta:
fitoalexinas, calosa, lignina, proteinas re-
lacionadas con la patogénesis (PR). Esta
HR hace que la invasién microbiana fra-
case ynose manifiestelaenfermedad. La
activacién de la resmiiecra de defensa es
inducida por medio de moléculas sefal o
“clicitors”, que son moléculas tanto del
patégeno como de la planta, que se unen



¢ Somos primos de los
hongos?

Los especialistas en comparc-
cién de secuencios
macromoleculares no paran de
domos sorpresas. Una cuesti6n en
lo que se estd trabajando
actualmente es la de clarificar los
relaciones filogenéticas entre los
grandes grupos de sucariotas, 0
dicho de otra forma, 4cudl es el
grupo actual mds emparentado con
los animales? Podrian ser los
hongos, seqin especilistas
estadounidenses en evolucion
molecular. En efecto, lo compare-
cion de los secuencias del rRNA de
la subunidad 165, una molécula
muy conservada entre los seres
vivos, muestra que animoles,
hongos y cooncflagelados forman
un grupo bien definido, separado
de plantas y otros protozoos
[Wainright et al., Science, 260,
340 (1993)]. De hecho, desde
Haeckel ya se presumia una
relacion entre coanoflagelados y
esponias, y fambién se ha
propuesto una derivacién de los
hongos a partir de protistas
flagelados. Por si fuera poco,
animales y hongos se asemejan en
algunas rutas biosintéticas,
concretamente los de
hidroxiproling, quitina, celulosa y
femitina.

a receptores de membrana disparando
una cadena de schales que activa los
genes de defensa de la planta.

Mediante el estudio genético de
varios sistemas patégeno-planta se ha
demostrado una interaccién “gen a gen”
en la determinacién de la resistencia o
susceptibilidad de varicdades vegetales
determinadas a distintas razas fisiol6gi-
cas de un microorganismo patégeno,
mediante pares de genes complementa-
riosen el huéspedy el patégeno. En estas
interacciones “gen a gen”, un gen de
resistencia de una variedad de cultivo
concreta conficre resistencia frente a las
razas fisiolégicas del patégenoque expre-
san el gen de avirulencia complementa-
rio, esta incompatibilidad genética se
manifiesta por la induccién de la HR. La
expresion de genes de avirulencia tam-
bién puede controlar la resistencia de
plantas no huésped, asi; Xanthomonas
campestnis pu. vesicatoria cs patégeno de
pimiento y tomate, pero incapaz de pro-
vocar la enfermedad en plantas incompa-
tibles como soja, judfa o tabaco, enlas que
induce la HR; pues bien, un gen de
avirulencia aislado de la raza 1 de esta
bacteria convierte a X. campestris po.
phaseoli, patégeno de judfa, en una bacte-
riaque induce la HR en todas las varieda-
des de judia. Es decir, los genes de
avirulencia pueden participar también
en la restriccién del rango de hospedador
a niveles taxonémicos superiores a la
especificidad raza microbiana-variedad
vegetal; de manera, que las plantas po-
drian poscer baterfas de genes de resis-
tencia complementarios de genes de
avirulencia concretos para cada patégeno
potencial, genes que deberfan tener fun-
ciones adicionales en la planta. Por otra
parte, los genes de avirulencia de la bac-
teria actiian negativamente desde el pun-
tode vista del microorganismo, reducien-
do su rango de hospedador; éntonces 7por
qué no se han perdido?, esti claro que
estos genes de avirulencia deben conferir
también algunas ventajas aiin desconoci-
das, tal vez sean necesarios para manifes-
tar la virulencia o para sobrevivir fuera del
hospedador [Dixon & Lamb, Ann. Rev.
Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 41, 339
(1990)]

En las interacciones compatibles
para que la infeccién tenga éxito y se
manifieste la patogenicidad bacteriana
pucden ser necesarios mis de cien genes

“ [Lamb et al., Cell, 56, 215 (1989)]. Entre

los genes bacterianos implicados en la
patogenicidad destacan los genes Arp

and
pathogenicity), que aunque no estd clara

(hipersensitive response
su funcién, se ha propuesto que juegan un
papel clave en la capacidad de las bacte-
rias fitu .« dgenas para interaccionar con
la planta, siendo neccesarios tanto para
que se mantfieste la enfermedad en la
planta huésped, como para inducir ta HR
en plantas no compatibles. Asi, la
clonaciénde genes Arp de P.syringaeen P.
Sluorescens o E. coli permite a estas bacte-
rias inducir la HR en tabaco. En las mu-
taciones de genes A7p es dificil separar la
menor capacidad de crecimiento de las
bacterias in planta de la pérdida de la
capacidad de inducir la HR o la
patogenicidad,; los efectos fenotipicos de
una mutacion 47p ; se deben a la incapa-
cidad de la bacteria mutante para crecer
normalmente en los tejidos de la planta?
¢ o los productos de los genes Arp partici-
pan mds directamente en la respuesta
patogénica? [Willis etal., Molecular Plant-
Microbe Interact, 4,132 (1991)].

Los genes A7p estin muy conserva-
dos en homologia y funcién enla mayoria
de las bacterias fitopatégenas. Ademds
recientemente sc ha publicado en dos
articulos simultdncos, que las secuencias
predecibles para las proteinas codificadas
por genes Arp de P. solanacearum y X.
campestris presentan una notable
similaridad con la secuencia de factores
de virulencia fundamentales de bacterias
patégenas de mamiferos, como Yersinia
pestis, Y. enterocolitica, Shigella flexneri o E.
coli [Gough et al. y Fenselau et al.,
Molecular Plant-Microbe [nteract5, 384
(1992)]; estas proteinas de las bacterias
patégenas de animales estin implicadas
en la secrecidn extracelular de factores
esenciales de patogenicidad. Por analo-
gia se ha propuesto que los genes A7p
estarfan implicados en la secrecién de
moléculas esenciales para la interaccién
de la bacteria y la planta, quizis en la
exportacién de moléculas implicadas en
la patogenicidad, y que también actua-
rfan, directa o indirectamente, como
“elicitors” sobre la planta; éstos podrian
ser los productos de los genes de
avirulencia, que al parecer se expresan
constitutivamente, pero sélo son
secretados si estdn presentes las protei-
nas hrp; estos factores secretados induci-
rin la HR en interacciones incompati-
bles, al ser reconocidos por receptores
codificados por los genes de resistencia
de la planta, o provocarin la enfermedad
si nosonreconocidos en las interacciones

compatibles. A.V.



