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Genes reporteros: linternas en el laboratorio
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RESUMEN

Los genes reporteros se han convertido en aliados indispensables para la biotecnologia vegetal. Gracias
a ellos, los cientificos pueden “ver” lo que ocurre dentro de las plantas: cémo se activan los genes, cémo
crecen las raices o cémo responden al estrés. Ejemplos como la proteina verde fluorescente (GFP), la
enzima GUS, la luciferasa o el pigmento RUBY, provenientes de organismos como medusas o luciérna-
gas, iluminan literalmente procesos bioldgicos invisibles. Actualmente, estas herramientas son clave en la
investigacion agricola, el mejoramiento genético y la edicién del genoma vegetal.
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SUMMARY

Reporter genes have become indispensable allies in plant biotechnology. They allow scientists to “see”
what happens inside plants—how genes are activated, how roots grow, or how plants respond to stress.
Examples such as the green fluorescent protein (GFP), the GUS enzyme, luciferase, and the RUBY pig-
ment—originating from jellyfish and fireflies—literally illuminate otherwise invisible processes. Today, the-
se tools are key to agricultural research, genetic improvement, and genome editing, enabling real-time
visualization of cellular dynamics and gene regulation in plants.
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Conceptos clave para leer como un experto:

« Gen: Fragmento de ADN que contiene la informacién para producir una proteina.
« Proteina: Molécula que realiza funciones estructurales o metabdlicas en las células.

* Fluorescencia: Emision de luz por una molécula al ser excitada por otra fuente luminosa.
« Promotor: Regién del ADN que controla cuando y dénde se expresa un gen.
« Transformacion genética: Proceso mediante el cual se introduce ADN externo en un organismo.

Introduccion

Hace cinco siglos, la invenciéon del mi-
croscopio abrié una ventana al mundo de la
vida que nos era invisible y marco el inicio de
una nueva era en la biologia. Desde entonces,
las técnicas de observacion e imagen han evo-
lucionado de forma extraordinaria y, junto a
los avances en biologia molecular e ingenieria
genética, han permitido visualizar, caracterizar
y cuantificar procesos bioldgicos a nivel celular
y molecular en organismos vivos. Te invitamos
a descubrir una de las herramientas mas fas-
cinantes de esa evolucion: los genes reporte-
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ros, que literalmente han permitido iluminar la
biologia de las plantas. Gracias a esto, los in-
vestigadores pueden “ver” procesos que antes
eran invisibles: el crecimiento de una raiz, la
respuesta de una hoja al estrés o la manera en
que una planta reacciona ante un patoégeno.

Desde su descubrimiento, los genes re-
porteros han despertado un gran interés por
su contribucion en el estudio de plantas (Fi-
gura 1), en las siguientes paginas se presenta
una sintesis de cuatro de los genes reporteros
mas utilizados en biotecnologia vegetal. Para
los interesados en profundizar sobre el tema
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Figura 1. Tendencia en el numero de publicaciones cientificas en las que se usan genes reporteros (GUS, GFR, luciferasa y RUBY)
en estudios de plantas en los ultimos 40 anos. Informacidn obtenida de la base de datos de referencias bibliograficas y citas
muiltidisciplinar, Scopus.
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Del mar a la célula vegetal: el origen del gen GFP

Aequorea victoria, fuente de Aislamiento del gen GFP por

Shimomura en 1962

Figura 2. Origen y aplicacion del gen GFF, aislado de la medusa Aequorea victoria e
introducido posteriormente en células vegetales. Elaboracion propia con BioRender.

recomendamos leer la revision de literatura de
Sunico et al., 2024 [1].

De las profundidades del mar a los la-
boratorios de biotecnologia

Uno de los mas famosos genes reporte-
ros es la proteina verde fluorescente (GFP, por
sus siglas en inglés, Green Fluorescent Pro-
tein), que emite una luz verde brillante al ser
excitada con luz azul o ultravioleta. Esta pro-
teina proviene de una medusa transparente del
océano Pacifico llamada Aequorea victoria, ca-
paz de producir un resplandor verde para co-
municarse y defenderse de sus depredadores.
Durante los afnos sesenta, el investigador Os-
amu Shimomura logré aislar la sustancia res-
ponsable de ese brillo: una proteina que emi-
tia una intensa luz verde cuando era iluminada
con luz azul o ultravioleta [2].

Décadas después, el cientifico Martin
Chalfie tuvo una idea brillante: ;y si ese gen
que codifica la proteina fluorescente de la me-
dusa pudiera introducirse en otro organismo?
En 1994 demostré que el gen de GFP podia
introducirse y expresarse en bacterias y nema-
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todos, y que las células
que producian la protei-
na emitian fluorescencia
verde sin necesidad de
anadir otras sustancias
[3]. Este hallazgo pro-
bd que GFP funcionaba
como un indicador natu-
ral dentro de las células,
una especie de linterna
bioldgica que podia in-
troducirse en casi cual-
quier organismo Vivo,
incluidas las plantas,
donde hoy se utiliza
como una herramienta
para observar procesos
celulares en tiempo real (Figura 2).

células vegetales

Mas tarde, Roger Tsien perfecciond la
proteina y desarrollé versiones con distintos
colores (amarillo, cian, rojo), lo que permitio
seguir multiples procesos celulares al mismo
tiempo [4]. Este trabajo conjunto revoluciond la
biologia moderna, motivo por el cual en 2008
les fue otorgado a los tres cientificos, Shimo-
mura, Chalfie y Tsien el Premio Nobel de Qui-
mica, por el descubrimiento y desarrollo de la
proteina verde fluorescente, GFP.

A partir de entonces, los genes reporte-
ros fluorescentes se convirtieron en una he-
rramienta indispensable para estudiar la vida.
En el caso de las plantas, su adopcién fue un
paso natural: los investigadores pudieron ob-
servar directamente como las raices crecen,
cdmo las hojas responden al estrés o cémo un
patdgeno se propaga dentro de los tejidos ve-
getales.

¢ Como funciona la magia fluorescen-
te?

La luz verde que emite la proteina GFP no
proviene de magia, sino de quimica y biologia
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en acciéon. La proteina fluorescente contiene
en su interior una estructura especial llamada
cromoforo, formada por unos pocos aminoa-
cidos que, al absorber luz ultravioleta o azul,
emiten luz verde. Es un proceso muy similar al
que ocurre con los colores fluorescentes inser-
tados como elementos de seguridad en el re-
verso de todos los billetes de México que bri-
llan al ser expuestas a la luz ultravioleta, pero
aqui sucede dentro de una célula viva.

Para que una planta produzca esa pro-
teina, los cientificos primero deben introducir
el gen GFP en el ADN de la planta mediante
técnicas de biotecnologia. Uno de los méto-
dos mas comunes consiste en usar una bac-
teria natural del suelo (Agrobacterium tumefa-
ciens), que actla como una “catapulta” capaz
de transferir el gen a las células vegetales.

Figura 3. Visualizacion de genes reporteros en plantas: (A)
Sobreexpresion de GFP en hoja de Nicotiana benthamiana
al ser expuesta en oscuridad a luz UV, en ensayos de
transformacion transitoria; (B) Actividad del reportero GUS
en hoja de Arabidopsis thaliana, en el analisis de activacion
de un promotor inducido por auxina mediante tincion
histoquimica azul (imagen adaptada de Guo et al., 2015,
Frontiers in Plant Science, licencia CC BY 4.0); (C) luciferasa
en Nicotiana tabacum utilizada para detectar la actividad de
un gen mediante emision de luz tras la adicion de luciferina
(imagen recreada a partir de Ow et al., 1986, Science); y (D)
Acumulacion de betalainas en hojas de Nicotiana tabacum
debido a la sobreexpresion de RUBY.
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Cuando la planta incorpora el gen, lo traduce
y fabrica la proteina fluorescente como si fuera
propia (Figura 3A).

Al exponer las plantas transformadas
con una lampara de luz ultravioleta, las partes
donde el gen esta activo emiten una luz verde
intensa. Asi, los investigadores pueden obser-
var directamente fenomenos invisibles: cémo
se forman los tejidos, cdmo se distribuyen las
proteinas o qué zonas responden a una sefial
ambiental.

Otras luces y colores: mas alla de la
GFP

Después del éxito de la proteina GFP, los
cientificos comenzaron a crear proteinas fluo-
rescentes de distintos colores, modificando su
estructura o tomando genes de otras especies
marinas. Hoy existe una auténtica paleta de
fluorescencias:

*  YFP (amarilla) y CFP (cian), ideales para
estudiar dos procesos al mismo tiempo.

* RFP (roja), derivada de corales, util para
visualizar tejidos mas profundos.

Ademas, existen otros genes reporteros
no fluorescentes, pero igual de importantes,
el gen GUS, proveniente de la bacteria Esche-
richia coli que codifica una enzima (B-glucu-
ronidasa) que transforma un sustrato incolo-
ro (X-Gluc) en un compuesto azul visible [5].
Esta reaccion permite identificar los tejidos o
zonas donde un gen esta activo. En las plan-
tas, el sistema GUS se ha convertido en una
herramienta clasica para estudiar los promoto-
res, regiones del DNA que controlan cuando y
dénde se activa un gen y analizar la expresion
génica. Es decir, mediante este sistema es po-
sible observar en qué tejidos (expresiéon espa-
cial) y en qué momento del desarrollo, o bajo
qué condiciones (expresion temporal) un gen
esta activo. Por ejemplo, se utiliza para evaluar
qué partes de una planta expresan un gen bajo
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condiciones de estrés (Figura 3B). Su principal
ventaja es su alta sensibilidad, bajo costo y fa-
cilidad de uso; sin embargo, la limitacién mas
importante es que el ensayo es destructivo: el
tejido debe sacrificarse para revelar la colora-
cion.

Otro sistema reportero es la luciferasa
(LUC), derivado de las luciérnagas, permite la
deteccién de luz visible producida por una re-
accion bioluminiscente. La enzima luciferasa
cataliza la oxidacion de la luciferina, generando
luz sin requerir excitacion externa (Figura 3C).
Este sistema permite estudiar la expresién gé-
nica en tiempo real, en tejidos vivos y sin des-
truir la muestra. En plantas, LUC se usa para
investigar ritmos circadianos, regulacion por
hormonas, o respuesta a factores ambientales
[6]. Aunque requiere anadir luciferina y equipo
sensible para detectar la sefial, su capacidad
de monitoreo continuo lo hace invaluable. Con
el tiempo, la biotecnologia ha dado origen a
nuevas variantes de luciferesas, incluso prove-
nientes de hongos, que ofrecen mayor estabi-
lidad y eficiencia luminosa, ampliando su apli-
cacién en el estudio de organismos vegetales

y sistemas complejos.

Uno de los sistemas reporteros mas re-
cientes es RUBY, en el que tres enzimas bio-
sintetizan el pigmento natural betalaina, res-
ponsable del color rojo en algunas plantas
capaces de producir este pigmento, como el
betabel [7]. Cuando se introduce el sistema
RUBY en un tejido vegetal, este se vuelve visi-
blemente rojo, lo cual puede observarse a sim-
ple vista, sin microscopio ni reactivos (Figura
3D). RUBY representa una nueva generacion
de genes reporteros visuales, de bajo costo y
completamente no destructivos. Esta simpli-
cidad convierte a RUBY en una herramienta
ideal para identificar tejidos transformados. Lo
cual permitira avanzar rapidamente en el estu-
dio de la biologia de plantas, caracterizacién
funcional de genes y mejoramiento genético.

Cada tipo de reportero tiene ventajas: los
fluorescentes permiten observar células vivas
en tiempo real, mientras que los enzimaticos
ofrecen gran sensibilidad y precision en ex-
perimentos a gran escala (Tabla 1). Gracias a
esta diversidad, los cientificos pueden combi-

Tabla 1. Principales genes reporteros empleados en biotecnologia vegetal y sus caracteristicas.

Gen reportero| Origen Tipo de senal Ventajas Desventajas
GFP (green Aequorea Fluorescencia Permite observar células Al observar en mi-
fluorescent victoria verde bajo luz UV | vivas; no requiere sustra- croscopio la autofluo-
protein) o azul to; alta resolucion espa- rescencia vegetal puede
cial. Localizacién celular. interferir.
GUS (B-glucu- | Escherichia | Colorimétrica; col- | Alta sensibilidad; util para | Ensayo destructivo; no
ronidasa) coli or azul tras reac- estudios de expresion apto para seguimiento en
cion con X-Gluc espacial. tiempo real.
LUC (lucifera- | Photinus Bioluminiscencia | Permite medicion en tiem- Requiere adicion de
sa) pyralis (luz visible sin po real y cuantitativa; no | luciferina; sefial débil sin
excitacion externa) destructivo. camara sensible.
por luciferina
RUBY Sistema Pigmento visible Senfal visible a simple No permite estudios
sintético (betalainas) vista; no requiere equipo de localizacion celular.
vegetal especializado ni sustratos Requiere de sustratos
exogenos. enddgenos (tirosina) para
la sintesis de betalainas.
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nar colores y sefnales para “pintar” la actividad
genética en las plantas para seguir el ritmo de
la vida.

Genes reporteros en accion: ¢para
qué se usan en plantas?

La expresién de genes esta regulada por
los promotores, que son regiones del ADN,
ubicadas antes del gen, capaces de atraer la
maquinaria celular necesaria para la transcrip-
cion del gen. Para saber en qué momento se
expresa un gen son de utilidad los genes re-
porteros. Anadiendo un reportero como GFP a
la secuencia de un promotor podemos identifi-
car las condiciones espaciales y temporales en
las cuales se activa la expresiéon del gen.

De esta forma se han identificado genes

Gen reportero

encendido
Transcripcion
Promotor Reportero (GFP)

Inducible
por sequia

Ji |

Emite fluorescencia

que aumentan su expresion bajo condicio-
nes de estrés. Por ejemplo, en la Figura 4, se
muestra como al agregar GFP después de un
promotor que estemos estudiando, y someter
la planta a condiciones de déficit hidrico se
puede identificar si ese promotor regula un gen
importante en la respuesta de la planta a la se-
quia. Es decir, los genes reporteros son como
detectives del mundo molecular.

Gracias a estas herramientas es posible
estudiar diversos procesos bioldgicos en plan-
tas, como:

+ Desarrollo vegetal: cdmo se forman rai-
ces, hojas o flores.

« Respuestas al ambiente: cémo las plan-
tas reaccionan a la sequia, la salinidad o
las infecciones.

Gen reportero

apagado
Transcripcion
Promotor Reportero (GFP)
Inducible l
por sequia

No emite fluorescencia

Figura 4. Deteccion de la actividad de un promotor inducible mediante un gen reportero fluorescente (GFP).
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* Interacciones planta-microorganismo:
seguimiento de bacterias o hongos mar-
cados con GFP.

+  Optimizacién de protocolos de transfor-
macién genética: identificacion de célu-
las que incorporaron ADN externo.

Del laboratorio al campo: contribu-
ciones al mejoramiento vegetal

Mas alla de su valor experimental, los ge-
nes reporteros son una herramienta clave para
el mejoramiento genético. En la investigacion
agricola moderna, se utilizan para:

+ \Verificar transformaciones exitosas: las
células que brillan son las que incorpora-
ron correctamente el nuevo gen.

« Evaluar promotores especificos: por
ejemplo, promotores que sélo se activan
en raices o bajo calor extremo.

En cultivos como arroz, maiz o toma-
te, estos marcadores han ayudado a acele-
rar el desarrollo de plantas resistentes a en-
fermedades, mas productivas o adaptadas a
condiciones dificiles. Ademas, al reemplazar
marcadores antibidticos por genes reporteros
fluorescentes, se logra una biotecnologia mas
segura y ambientalmente responsable.

Conclusiones

Desde una medusa marina hasta un inver-
nadero moderno, la historia de los genes repor-
teros muestra como la curiosidad puede trans-
formar la ciencia. Los genes reporteros permiten
visualizar lo invisible: el lenguaje genético que
dirige cada etapa de la vida vegetal.

Gracias a ellos, hoy sabemos cuando una
planta siente sed, cémo responde al calor o
cémo se defiende ante un hongo. Los genes re-
porteros simbolizan el poder de la observacion,
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la imaginacion y la colaboracion cientifica, recor-
dandonos que, en ciencia, la curiosidad siempre
enciende la luz del conocimiento.
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