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INTRODUCCION

£n los altimos aﬁos de la década de Ios 40's Jamas Bonner repor-
t4 que los cul‘ivss de tajido de la alanta del guayule producfan hu-
10.{1), Zn 1950" Ualtsv Tulﬂcke ] Louis Nickell(2) demostraron gue
nadfa obtewars= biomas’ a partir de celulas veszatales cra2cidas en
tanques de acera, A naaar da’ °st34 publicacianss y otras telaciona.
das muthos ciantfficns e preguntaban ai la técnica de los cultivos

de tejidns va g ‘as(CTV):podIa ser exi osaﬂen.a usada para estudiar

nrsduntas sacundarx:s ser‘indust-ialmante utxl. No hay duda hoy en

dfa qua 1las estudlns de”CTV han ccntributdo Significatlvam°nte a
nuestirs cnnucinientn de las metabalitss secundarias de las -slantas,
Par ejamola, sabenos que lae células en cultiva de Catharasthus ro-
seus averden praducxr alcaloides .ncTérlCJ"; tanbidn asta idcnica
nzs ha oermitids saber jue las vacuglas de las células de cebolla
t“ianan un2 enzima llamada alinasa, la cual estd separada de los sus-
L=a%3s Jue dan orijan al sabor; de igual manera a travds del usn de

CTV homas 3abida quz 13 autrescinz N-metiltransferasa regula la bio-



sf{ntesis de la nicatina(3).

Algunos fisidlogos vegstales agn dudan de qué las CTV puedan ser
dosarrollados, que sean estables gendticamenta y que produzcan com-
nuestos en escala industrial, También es un hecho jue le industria
no solamente roguiera de grandss cantidades de CTV para cobtener sus
compuestos sino qus tambidn el proceso sea grovechuso desde gl osun-
to de vista econdmico, Los sistemas de LTV han sida desarrsllados
exitosamante 2n la década pasada sara estudiar los productos secunda
rios, en mi juicin, serd dtil anlicarlas a la industria pera nrodu-
cir comauestos de interds ecandmico,

Si bien la nraoduccidn inadecuada y la inestabilidad gendtica es
algunas vsces un problama significativo, la necesidad futura real de
aplicacidn industrial es posible si llegamos a un mejor entendlmien-
ta de la diferenciacién de las plantas y a un mejor desarrolls de la
biningenieria,

tn las dltimas 57 categorias de productos de CTV que s2 han in-
vestigido se identificaron no menos de 200 enzimas egpec{ficas y prg
ductes. Las categorfas ampliamente consideradas son los alcalaoides,
las enzimas, los pigmentas y los estaroides,

Tedricamente, es oposiblz2 obtener de los CTV cualguier compuesto
que sea producids en ia natuyraleza por 12 plants de donde se obtuvo
el cultive, Prdcticamente, 13 situacidn no es verdaderamente simple
en cierlos casos, como nor 3jemnlo cuando el producto dessado es org
ducids en células especializadas las cuales no crecen bien en el cul
tivo, o cuando el producto est4 relacionado con la maduracidn de las
cflulas, 5in embarga, hay tres alternativas para producir metabolitas

secundarins en €TV; 1) la sfntesis de alguras productos en los CTV
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qu2 323an aroduzidos por 1a plant2 en au habitat natural de la cual
sa davrivd el cultivo, en 1as mismas o diferentes concentraciones;

2) la ausencia de metabolitos secundarios an condiciones de cultivo
inferiores a las 6Gptimas y 3) la produccidn de metabolitos secunda-
rivs en los CTV que no son producidns por 1la planta en la naturaleza,
como oor ejemolo la presencia de rutacultina en cultivos de Ruta
graveolens; l1a de tres nusvas lactonas ds sesquiterpenos en cultivos

de tejido de Andvoqraphis naniculata, as{ como la del 24-metilenco-

lesterol en cultivos de tejido de Holarrhena antidyserterjca, y la

lucidina en cultivos en suspensién de liorinda citrifolia, todos ellos

ausentes de la planta que dié origen al cultivo(4).

Estos hechos sugieren que los CTV pueder o no contenar vias meta
b&licas idénticas a las presentes en las plantas a partir de las cua
les han sido obtenidos(3).

'La tand=ncia actual de los grunos de investigacidn en la obten-
cidn de productos secunZarios 8 partir de CTV es la de optimizar las
velcecidades de crecimiento, reformulando los medios de cultivo y mo-
difzcsrnd: las conZiciones ambientales tales como la luz, la tempera-
tura, la velnéidad de agitacién, y la atmdésfera en 13 cual crecen
los cultivos,

Dec esta manera ha sido posible obtener mds de 200 tipos de meta-

bolites secundarics @ partir de los CTV (Tabla 1),
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Tabla 1, Lista de sustancias reportadas oroducides por CTV in vitra.

Alcaloides
Alergenos
Aminndcidos
Antraquinonas
Agentes antileucémicos
Agentes antimicroblancs
Agentes antitumorales
Rcidos nuclefcos y‘agrivéﬁaé
Acaites,cdhercia;eéf. i
Aceites vdlétilé53 
._Acidos‘drgdnicbs
Bsnzosirunaé
aenzoquinonés
Biotransformaciones
Carbohidratos

Condimentos

arivades del dcido benzoico

Oiantronas -
Emulsifi@;ntes de:élimentos
Enzimas,(iSanzihés)
Esteraides;gééterd;es

Fendliccs7 ‘ ‘.f

Flavanoides

Furanaocromoneas

Furanocumarinas
Glucdsides cardidcos

Hormonas

" Inmuncguimicoes
. Inhibidares de enzimas
.. Inhibidores de virus de plantas

Inasecticidas

Compuestos parecidos .a insuling

Ldtex

Lipidos
vNapﬁoqqi@bn§a ’

" ‘Pdatidos

b ©

Pigmentos

PoLisacaridos

Broteinas

Saborizantes

Taninos
Terpenos y terpenoides.

Vitaminas



Los sistemas de CTV estudiados pare la abtencidn de metabolitos
secundarinss pertenecen a uno de 4 tipos: agregados celulares, tejL-'

das v 4rganos, drganos degeneradss o cultivos mixtos.

AGREGADOS CELULARES.

La mavorfa de las cultivos en suspensidn contienen agregados de
cdlulas(foto 1), EY tamano de los agregados de los cultives es fusr-
temante 2factads por la seleccidn del indeulo y las cendicliones de
crecirisnte, Generalrente bajes ﬁoncentraciones de citociminss o al-
33dos, Untes pequafts agregacdss po s En sintetizar matabslites socun-
darios como 1os de 2amahoria gue producen grandes cantidades de an.
tocianiraz(3),

Lcs 3;-egad:s celulares rued an diferenciarse en’idibblastas, cé-
1glas secretn-as y ctrcs elenent*s vascularnb. au imnortancia y la

¢e las =~rzerelos, para 12 prcduccidn de nauabolltos sscundarios adn

ne gotd btien antendida,

3in Arge, Se sabe qu= los idinb’astos Ccntlenen N3 1stales de

axalata dz caIcio que se Fcrman en 103 tBJide cerca de Areas de
gran activided matabd1ica, tanb*én -se. conocan idioblastos que alma-

cenan metabclxtos seaundarios ccmo lca de Ruta gravsciscns que alma.

cenarn aceltes volaéiles hasts en un 33, sin embargo, nc almacenon
zlealnides como lc hace la plantz{5), De igual marzra lcs qutivossrﬂ
2n suscensidn da Datura preducen ozguefsas cantidades de_alcalbides_}
devivadss dz] tropano mientras que lcs contros me:istemﬁticoé!y/c

128 &rzamcs de las vafces an cultivos diferenczadFa nr chcen mas al-
calaidzn, Las c4lules que estdn dentro de 1o§;agrggadaa pueden tam-
kién compartamentalizay constituyentesyéﬁitéaép;és;lla‘formacidn de

cip-tos productos. Por ejemplo, las célulésﬁ&é Eebclia tienen con-



centraca la enzima alinasa en las vacuolas evitando de esfa manara
que reacclone con sus sustraﬁos'y pbr lo tantb 1a prdducciﬂn de se-
borizantes(3). ‘

Recientemente se han hecho esfuerzos considerebles pare el desa-
errclla de cultivns fotoavtetréficos; por ejemplo, aguellos que sean
fotcsintéticarente activos y no requieran cesbohidratos para su Cre-
cimients, Tales cultivos difieren en sus l{pidos y alcaloides de o-
tros cultivos heterotrdficoa. Por ajahplo, los alcaloides de sercto.
nina ce Peganuym 3son producides por lés célulaﬁ hetérotrdficas perc

no nor las fotoautotrdficas(3),

Feto 1. Agveqados celulares presentes en un cultivo en
suspensidn,



TZJI003 Y 09GANDS,

La morﬁpgénesis que lleva a la regenzrecidn de 1as estructufas
de 1a planta, es un tema ampliamente estudiado en la actualidad(s)
ya que presenta un potencial biotecnolégico muy grards. La superfi-
cie de los cultivos de tejidcs a menudo dan oriéen a rafces y embrig
nes somdticos, pero en ocaciones der origen a brotes los cu3sles algy
nas vetes proeducsn flores, coms los cultives de ginseng o de tabaco.
Zste potencial permite explorar la capacidad que tiens cada tejido
pav2 expresar su potencial gendtico; asf, por ejemzlo, los embricnes
de anio verde producen mayor;cantidgd de ptalide que el cultivo gue

lez dié origen, miéﬁtrgé}dne»loé'ae Pagaver bracteatur sdlo contie-

nen tpazas d‘= tebaincf‘ imual::pe las pldntulas & las gue dan ori-

-

gen(7), en tanto que 1as déidlac en suspensién de P, somniferum pro-
ducen cndeina y los brotes regenerados de ellos contienen morfina(3).
5 dacir la diferenciacidn de un tejido permite, en algunas ocacio-
nas, la sintesis especifica de algdn comzuzsts, un ejemplo de ello
son 1n3 :allns’da Salanur los cuales sélo contienen trazas de gluco-
alcz)nidas eatervcidales mientras gue sus raicillas centienen 5;2%, o
como el caso de Digitalis cuyos brotes producen cah;idadssvéign;fi-
cantes de gluc#sid-s cardidcns que se acumulan con la edéd(Q)uai
tyual que los cultivas de brotes da Cinchzna(10) y Catﬁé;aAtﬁJs(11),

CULTIVGS Dz O0RGAND3 DEGZNZRADOS.

tna alternativa a los cult)u04 de thtCn i raIces puede ser me-

diante la m:dificacidn de sy ue ocidad du crecimiento en fermentado~
25, V reduci=nao sy tamaﬁo madxante la variacidn en las concentta-
cinnes de los reguladnres del crecim1anta emplnad . Bn ejenpln de

estc son los cultxuos de brotes de Ch;gsanthemus cracidos en presen



cla de 20 ppm de benciladenina, Tales cultivos pueden crecer en la

luz o en la §scurided por muchas generacicnes(3),

CULTIVOS mIXTOS o mEZCLADOS,

Un cultivo mixte, es aquel CTV jue crece simﬁltanbdﬁente con al.
gas verdes fijadoras de nitrégezno(12), bactarias que‘indu;an fito-
alexinas{13), u hongas 3ue oroducen alcalaides(14). El:miérdﬁrganiS-

mo Agrobactzrium rhizogenes ausde también ser agregaﬂQTa_lps cTV n3-

ra induci{r un cracimients de la rafz mds rdnida yvestabié;glo que &c

degeable para una mejor produccidn de netabclitas‘séc00d§ribs.

CEPA5 DZ ¢V,

Para obtener metabslitas secundarfos a partir dc“CTV deburd se-
leccionarse y establacerse cuidadesamante las'éepa$; ;>

Se ha visto gque las plantas sroductoras de péqueﬁas.captidades
de nicstina sroducen ooca nicotina en las CTV, mianiras que las nlan
tas can alto contenidy de alcaloides dan origen a CTV con mayor con-

tenido de alealoidss. Sin embargo, aljgunss grupos creen que 13 a2l

[

nroduccidn de serpentina en S, roseus no sst? coprelecionada con la
planta original ya que 1as correlaciongs gbssruadas nara otraz nlan-
tas son pobees comc 13s de Peganum(15) y las de. Chyysantemus, E)] es-
tadin del tejidn de la planta priginal tambifn debz-4 seleccionarse

con cuidadnl3},

METODOS DZ SEZLEZCCION DE LAS CZPAS,

Un objetivo importante es 13 selaccidn a nartir de la poblaci#n
czlular hetersgdnea, cepas estables altamente orpductoras de metabo-
litos secundariss, Las clonas pueden ser establecidas a partir de

nejueins agrejados celulares, de cdlulas simplas o de nrotoolastos,



Jesafartunadanente, 3 menudo se 6bserva una variabilidad epigendtica
o fenotioica en las clonas y sgbc{onaﬁ. Las subcepas en subcultivos
repetidos pueden produci:'boco‘a ningan productu, como se ohserva na
ra 81 aleslonide tasarpina ¢ el insecticida.roﬁenona. Sin embargo, 1a
srodycc i4n de los estsroides de diosgenina y la visnagina se ha man-
tanido por afes, En Catharanthus se aislaron setenta y seis clonas
orovenientes de protoplastos de hojasvlas que fueraon m&s estables en
su asoectro de 21czaloides que los cultivos derivados de diferantes
nlartas de Catharanthus, €1 nimeroc de cromosomas en las cédlulas de
los CTV es a msenudo inestablu(16), asta prablema puede resclverse
narcialmente si los cultivus celuLares son preservados criogénicamen
te 1o que tamhidén oermite ret;ne: au capa:idad da produccién de me~

tabalitng secundarios(s)

Los nutagsnos -aranente han ;ido usados con dxito para obtener
Pevaa altamante prnducturas de netabolitas s2cundarios, -Sin embargs,
en el casa del ginseng la nltrosoguanidzna ha sido usada para obte-
ner cepas. mutantss que oroducen gran cantidad de.saponinas. [ds exi-
£250 que 195 nutdgenss es el uso de anélogoa o altas concentracxonas
de intzymadiarios me aboliccs. Los andlogos de’ la fenllalanina son
usados nara selaccisnar cepas de tabaco que producen md3 compugstoo

fendlicos y conceni-aciones elevadas del precursor dcido pimélico

nermitieran selaccianar cepas de Lavendula verde, altamente producin

ras de biatinall),

Las cepas tambidn pueden selsccionarse si los productos puaden
ser cor~elacionados con la citologla o morfologia de los LTV, Por
cjemolo, se pueden selecclonar células ricas en alcaloides midiendo

la densidad citopldsmica, o cdlulas secretoras e idieblastos cuando
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se buscan valdtiles y terpenos Yy los vasoa lactiferos para hidrocag
buros, De esta manera 32 han selsccionado cepas celulsres que acumu-
lan gran cantidad de /g-caratcno, antocianina, del pignanto shiconi-
na o los alcaloldes Pluorescuntes de la/g-carbolina. Los procedimien
tos anal{ticos usados fueron por un lado quimicos para la localiza.
tidn de los alcaloides 2n cepas altamente productoras de nicatiqa y
RIA para cepas altamente productoras de ajmalicina y serpehtid;(3).

En un futuro cercana las téenices que nueden usarse involutrardn
flujos citomdtricos, microdensitometr{a, o quizd aun microinyectores
que asoiren las cdlulas seleccionadas para sl andlisis, Los bioensa-
yos no sismnre pueden sesr efectivos, 3in embargo, aexisten otras onrug
bas hiolégicas que opusden utilizarse(3),

En resumen las metabolitos secundarios son obtenidos comercials:
mente mediante la extraccidn de la planta completa, txiste un gran
ndmero de nroblemas asociados con la manufactura de estos motaboli-
tos., Los.niveles de suninistro de la materia prima pueds ser altera-
da debido a oroblemas naturales tales como variaciones del clima o
la ogresencia de slagas que arrasen con los cultivos. Zstas problemas
han sido reconocidos desde hace tiemno por la gue s ha buscado en
los CTV una alternativa, Estos sistemas pueden proveer un suministro
continuo y homojéneo de la materia prime en un estadia fisialdgico
uniforme debide a su indenendencia del madioc ambiente, por las con-
diciones controladas utilizadas para su crecimiantas) Por otro lada
los CTV pueden ser manioulados mds fdcilwente que las plantas comolg
tas para incrementar 1los rendiniantos o tambidn pueden ser usados pa

ra generar comouastos adn dasconocidos,
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“CAPITULGO I

PARAMZTROS ~ FISICOQUIMICOS Y NUTRICIONALES

£l usS de ?éluias vegatales cultivadas in vitro pusde ser una pg
darasa herréﬁiénﬁﬁ;para‘elveﬁtendimlento de 1a fitoquimica, inclu-
vendo 15 fisinlogia, 1la enzimaiagia y la ragulacidn enzimdtica, El
ma3io amblante dei cultivs pusde ser estrictaments controlade, se
nuysden disminuir los ufectos de las asociaciones microbianas asi co-
my los p3rdmei-os eddficos, y los efectos nutricionales y ho-monales
syndes ser exfrictamente determinados, Ekistsn ciertas limitaclones

especialmz-te en la induccién‘ds laS'cultivos de ciertas espyecies o

la gbtzncisdn do un busa Cracimianuo“en otras, sin embargo, la limi-
tanie =i mecwtan g, de t'das : - B que las cédlulas cultivadas jn

yitro frecuentanante‘dejan ostrar:sl patrén normal da los metaby

litos secundarias caracteristico'de 1a planta intacta,
' ' p;odu»e. cn aﬁas recien»es 1os cul

ido'usados gara al eatudig del sstrés

fitagul nirﬂ. Por ejamnlibcel uso ds QNA produra un inc:emanto en la

sintasis de la pAL (fanilalanina amonlo llasa) y de 1a faseolina un



productn desl ssteds eon cdédlulas an susasensidn de Pphasmplus vuliaric,

par atro lado, la adicidn dg 2,4-D (dcido 2,4-dicloro fenoxiacdtico)
suprime el efecto producido por el ANA (17). Los agentes sulfh{dri-
cos, incluyends al clorura mercérice, inducen la acumulacidn de medi

caraina en Trifoliun penans (18) y la acumylacisn de gliceclina en

callos de Glycing max (19) irradiados con UV o 21 del tis-disulfuro

obtanido de cdlulas on suspansidén de Zicious communis (29) el cu:l

inhibe a la kuareng sintetasa, una enzima de la vut2 de lcs dilerne-
nocides,

La experiencia wusual, sin embargo, es qu= muchos de 108 compues-
tos son producidss en bajas cantidades, en los CTV La sf{ntesis de
los comouestos puede algunas veces ser inducida er varias direccic-
nes, algunz2s de las cualas *nvnlucran la aplicacifn adxc:ana‘ de un
pstrés fitoquimico al s1s.ema dc CTv.

La habii{dad o aparente incanacldad de los CTV para prcducir P2
trones normales de prnductos secundarlus scn ranifestecicrz: e la
ragulacidn inducida por el estrds, La adicidn de activadores especi-
ficos, la eliminacisn de represcres de le regulacidn, la manipula-
cidn genética y eoigendtice de 1as enzimss de ias vfas metabZ)licas
oueden alterar los efectos de la regulacidn metabdlice haciendo que
se incrementen las concentraciones o velncidades de las enzirmas del
metabolismc secundario,

Se han revisado extensazrmente varios ascectus de la sintesis de
metabolitos secundarios en los CTV.

En esta revisidn estimemcs lz naturaleza y algunas de las ceusas
y efectos de varlcs fenémenos de estrés que afectan al metabolismo
secundario-en los CTV lo que ofrece nuevas greas de investigzcidn en

la bioQulmica de las plantas,



1.1, LFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO.

Las fuentes de carbohidratos, por ejemplo sacarcsa, son normale
rante suministradas en un 2 2 un 3% en las CTV y musstren una marca-
¢a infiuencia en la sintesis de los -metabolitos secundarios. Por e-

ienalo, el Srupo de Zenk establecid que loé niveles de alcaloides en

células cultivadas in vitro dgVCatha;ahthus roseus y la respuesta al
crecimients era una funcidn de la concentracidn de sacarosa (21).
Krablotch 2t al, establacieron que la s{ntesis de antacianinas y de
alcaloldes derivados del indol en células en susnensidn de L. roseus
sa incrementabs cuando se incremantaba 1a concentracidn de la sacarg
sa del 4 al 10% (22). Igualments, el grupo de Tar dbSEpvd que la na-
turalezs y concantracién de la fuente de carbnno tanG un efecto sig

nificativo en la nroduccidn de dxosgenina en: células an’ su3pensién

de Dinsscorea deltnidea (23), detnrminaran qu

saéé;bsa'51'1.5% an el
medin daba como r2sultade una alta producvib da diosgenzna compara-

da con fructosa, galactosa, lactosa o almiddn.»Laa células cultiva-

crscen bien an un me=

s

das in vites can alta produccidn de‘diosganlna‘

din gque contlene 3ﬁ“de“f‘:7‘

:influenéiédA por los nive

La acumulacién

las de. bacarasa UJ‘ nchNﬂnto en 1a aaca

_ Zla 4% estimula la
s{ntesis da los ablifnnoles an cé‘ulas en.susbensidn de rpsas escar-
latas de Baul (24) Uestcctt y qenshau reportaron un incremento de
tres veces en: la concentracidn de Fenélxcos estimulado por la sacarg
34 en células en susaansidn de _;_; gseudanlatanus cuando se incre-
nentd la concentracién del 2 al 43 (25) Constabe]l estahlecis que 5%

de saca-osa sleva la produccidn de los taninos an cultivos de tejido

ds Jun'werus canmunia (25) el gruoo de Mizukami establecid que el
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rendimiento de los derivados de shikonina sn callos de Lithosparmuym
erythrorhizon se incrementaba cuando‘se aumenfaba la sécarosg'del 1
al 5% y alcanzaba nivBles constantss cuando la concentracaén de sacg
rosa era del orden del 7 al 10% (27).'5i6‘emb§rgo, el crecimientcl:g
lular declind a concentracioﬁas altas de aacérosa; En tanto que 2n
callos de Populus sp. con un incremento en los niveles de sacarosa
del 0.3 al 5% se estimulé la produccidn de PAL y de antocianina mian
tras que las células no se vieron afectadas en su crecimiento (23).
Matsumoto at al.(23) reoortaron que la sacarssa, la glucosa, la frug
tosa y la rafinosa suministradas como Bl equivalante al 1% da2 glues-
sa eran metabolizadas y usadas para la sf{ntesis de las antocianinas
en células en susoensidn de Pgoulus sp, misntras que la galactosa,
la lactosa, la malissa, la melszitosa, el sorbitol, la trihalssa y
el almnidén no tenfan ningdn efecto estimulante en la sintesis de las
antocianinas, ogero 8i reducfan el cracimisnto, Por el contraris, Ikg

da at al, observaron una variacidn insignificante en la oroducciin

de ubiquinona en cédlutas en Susoensijdn de Nicotiana tabacum crecidas

an un medio con glucosa o sacarasa y establecieron que un incremanto
en las cancentraciones de sacarosa {2-5%) resultaba en una disminu-
cifn en la sintesis deo la ubijuinona (29). En resumen una modifica-
cién en los niuvales de los carcbahidrutos suminis&radus al;medio afec
ta 2! mutabolismo secundario.(Tabla 1,1), . | \

La sacarosa tiene un efecto altamenta astimulante en 1la p?oduc~

cidén de diosganina por Dipscorea deltoldea (23), Al igual que en N,

tabacum al bajar la conceniracidn da sacarosa se estimula la sinte-
sis de cumarina y la sfintesis sclaments disminuys como respuesta a

1a glucosa y fructosa (30).
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£1 consanso general es jue la sacarosa es m2jor que cualquier o-
tvra fuente de carbono para el cfecimianto y que las cohcehtraciones
arriba del 3% muchas veces 1ncremantan la biosintesisrde los matabo-
1itas secundarios, Ep aldunbs sistemas un incremento en la sintesis
del metabolitn puede éer indicio de una gran proliferacidn cselular
coma una consécbanciq”ael incremento en la fuente de carbono; sin am
bargu, 8sto. ﬁof Si sdlu no puede explicar conmnletamente la acumula-
cién neta de metaboli os secundarios observada, ya que por ejamplo
se ha visto que la/a-galactosidasa es inducida en células que crecen
con lactosa, ZIstas obsarvaciones sugisren que la represidn por cata-
bolito {1la cuél involucra la represidén de enzimas pu?>los internedia
riss metabdlicos) ejerce un considerable 6onfrolven la regulacisn
del metabolismo secundario. Sacher v GlaSZLOQ mostraron gque la inver
tasa o3 reorimida nor sus oroducaos (31) La fuente de carbono infly
ve en la comoosicldn de los acidos gyasos en el hongo Microsnarum

qyasaeun (32) y en la nroduccidn de los megdbolitos secundarios an Ca-

nhalnsporium acrempniym (33), y s nrobable que mecanismos de regula
cidn similar suedan altarar‘el metabolismo sacundario en los CTV,

£l metabolismn de lﬁs carbohidratos en las cédlulas vegetaleQ in-
cluye la via ds las uventosas, la glucdlisis y el ciclo del dcido-tri
carbnxflico. C1 ciclo de 1as aentosas es una fuehteidélp:'éé del es-

guelsto carbonada de los aminodcidos arondticos y’dézlu dhpuestus

12 gqlucdlisis as una via nredominante mientrns qua 1afda 1as pento-

525 1rab3b1=men*e tiene aoortes por no mds que SD% del tatal de car-

bwahideatns matabulxzados.
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Tabla 1,1 £fectv de 1a fuente y nivel de carbono en la sintesis de
metaboliteos secundi-ics,

fFuente carbonada

Efecto fitoquimico

fspecie

Increments de
glucosa

zliminando
glucosa

Adicién de
glucosa

Adicidn de
lactasa

Adicidn de
ribossa

Incremento de
sacarcsa

Disminucidn de
sacarnsa

Incremento de alcaloides
" antragquinones

Disminuye el dcido lu-
nuldrico '

Incremanto de fileblina
Disminuye podofilotoxina

Se induce A-galactosidasa

Disminuyen los alcaloides
Incremento de inhibidores
de virus

Incremento de alcaloides
y fendlicos,

Disminuyen las esntecia-
nas

Incremento del dcido
rosmarinico

Incrementos de diosgenina
Incrementc de antraquinona
Incrementc de shiconina

Disminuye la ubiquinona

Incremento de cinamoil
putrecina

Incremento de antocianinz
Incramento de sczlasodina
Disminuye la ecdisterona

Incremento de escopolati-
na y escopolina

Disminuye la ecdisterona

Choiasya ternata
Porinda citrifoclia

marchantia polvmorpha

Emblicas officinzlis
Eadorhyllum peltatum

Nemgsia strumcse

Peganuym harrala

Agrostemma fitha-o

Catharanthus rcseus

Catharanthus rcszus

Coleus blumei
Dipscprea daeltojdea
Galium mollugo

Lithospermum
erythrorhizon

Micotiana tabacum

N. tabacur
Ponuluys sn,
Solanun laciniatum

Trianthera scrtulacustrum

. tabacum

1 1=

. govtulacustrum



1,2, EFECTO DE LA FUZNTE NITRDGENADA,

Los medios estdndar para el cuitido dé'céidlas vegetales in vi-
Lrz usualmente contienen nitrégeno en'la. forma de uha mezcla de ni-
tratns y anonin, 5in ambargo,‘algunos cultivos no pueden tolerar mu-
chas veces nivales elevados de amunlo. Pox la jque se han utilizado
nedins. que contlznen solamente hitrato. Desde. luego aste cambis modi
fica sustancialmente la produccidn de los metabslitos secundarios,

Daviss astablanid que un incranmento en los naiveles de nitratn de
10 a 20 mM uyoducs una disminuzidn en la sintesis de los polifenales
en cultivos an susnensidn de Agsa sp.(24), y esta disminucidn foe {p
desondiente de 12 zancentraciin de glucosa en el medio, L2 acumula-
{4 da layzsintzcianina tanbidn disminuye agr el ;ncramento ds los
niveles de nite3ats (36). 3in embargo, stros cumﬂuastu“ suelan aumen-
tar zamy 13 sintzsis de la 1,4- n:ftOQJLnuna ew ¢allas: de’ L:thn.oec-
ZuT mnethesehizas 13 cual un~1 a “u“ndn 2l n:trJgnwa total sn el mg

Aiz 23 Incsenantada Je 37 "‘.34 mM.»Aunanﬁas adiginnalzs dan comd rg

P
o

a?a uns disaingsisn en el sandindente (27). £} grupo de Zenk mag

suo 1@ proaductids de antya uinanas onr figrinds citrifolis dismi-

Auya zuandn 1an aivatad da KMG3 son modifizadss asridz o abajo del

sangn d2 2,9-4.3 3/ {38}, ked; et al,(28) astablecizron gue la pro
duccidn de ubiquinona en cultivos en suspansidn de N, tabacuym se al-
ta2ra cuands le 1roparcién ‘de. amnnia; nit'ato e3 cambiada- de 331 a 13

censrrvands constanta el nitrdgano toual. La blOS(ﬂt°3ie de alcaloi-

Zes darivadas del indnl sn-Paqanum harmala disminuye cuando el amo-
1ia o '3 glutanina son sustituidos por nitrats (36). Ror el centrario

2) cantznide do cafaina en cdlulas de Camnllia sinensis se incremean-

ta c2si 4 vecas snr}eSpueaﬁa”al anmonio {37). #nobloch et al.(22) es-
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tatblecieron juez existen niveles relativamente altos de alcalsides
(ajmalicina y sarpantina), antocianinas. y fendlicos en ausencia de
fosfato y de nitrégeno inorgdnico, Lé adicisn de KNU3 y de NH£N03 in
hibe 13 acumulacidn de antocianinas en 90% y la sintesis de alcalzi-
des en 83%.

Zielke y Filner demostraron que la nitrato reductasa es inducids
sor su Sustrato en células en cultive de N, tabascum (37). Los amino-
dcidos son oroductos finales del metabolismo del nitrdgenu y renria
men a 13 nitratn reductasa en tabaco, asi coms en otros cultivas,
Jardan y Fletcher establecieron que la acumulacidn de nitrito sa in-
crementa 30 vecas an células da gggé 37, que crecen sn un medis gque
contiane nitrato en relaciidn a las desarrolladas en un mad;a con ni-
trato y amonio (38). Las evidencias sugisren que 12 induccién de la
nitrate reductasa es indenendiente del nitr“*o an células dn ¥, ta-

bacum., Halhbrock ha sugnrldc que la correlacijn entre 13s nxvelas de

nitrato.y la actividad de la nitratu raductasa indihan ‘una: regu1a-
cifn estricta de la acuivxdad da la nn’lma nqr 30 sustra.o. y :osi~
blamente por otros metabolitos nitrogenados (39). :in embargo, lns
anzimas relacisnadas con el metabalismo general del fsnxlnrnuano
nuestran un dramdticn incramenta en sus actividades en resnuesta al
anoiamiantno del nitrato en 8l madio de crecinionto,

L2s avidencias actualss sugisren que la asimilacidn del bifrﬁga-
no en 1as plantas sunerinres como nitrato o a CanentrGCLohéEiﬁéjas
de amonio se lleva a cabo por la ruta de la jlutamino siﬁtetaéé, y
que durante tondiciones de elevadas cantidades de amonia, o boqueﬂcs
niveles de energfa esta via 3e interrumpe y entonces funciona la v{a
de la glutamato deshidrogenasa. La actividad de la glutamoto deshi.

drogenasa se incrementd adn con peque®as cantidades de amanio, La mz
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yor narte del nitrdgeno asimilado por las células an cultivo @5 usa-
do nara 13 bisstntesis de aminodcidos, orotelna , 1nc1uyando enzinas
v dcidos nuclefcos. Se supone que el nltrdgeno puede producir un es-
trés, tanto por la falta como por el excaso, y ttene efectos nota-
hl2s =n a2l patrin de matabolitos nxtrpgenados oroducidos por cdlulas
en cul~1va, ‘atbs'afactOS ho siempre‘éon predacibles,

Numerosos estudios indican que el suministro de prscursores de
aminodcidos a los CUIthOS modifican la formacién de metabolites se-
cundarlos espectficos,

ma;gna sug&rid que la disponibilidad de intermediarios del fenil
pronAnoide, por ejempio la fenilalanina, sjerce un mayor control que
14 PAL en la afntesis de metabolitos secundariss. 3in ambargu, cuan-
do la L-Fenila‘aniné, o la L-tlrosiné son adicionadas a cultivos de
Csteus Slumei no tienen n;ngﬁn efecto an la sintesis del dcido rosma
rinice (42,41), Por el cuntvaria, Zank et 21,(42) astableclaran que

13 adicisn de Fanz’alanina a cultivcs de L. blunzi producan un incrg

ments dal 100%" an e. vpn nido da acxdo rasmarinico, Cultivas da c,

rou2us tanbidn aroJu'; ‘mayores niveles de alcaloides inddlicos en
resquesta a la ad cmjn de triptafano {21,43,44), mientras que la adi
cibn de tridt:fana no tiene ninguna influencia en la sintesis de al-

A
caloides en Camptothesza acuninata (45). Sorprendsniemente, cuwando se

adicicna trintofano a cultives de Phasepluys vulgaris produce alcaloj
des inddlicos; P, vulgaris normalmente no guede producir alcalolides

darjyadas del indol (46,47), Kruegsr y Carsw establecieron gue la a-
dicitn do triptamina incrementa la sfntesis ds alcalaides en células

de L, rassays si se adiciona 2-3 semanas dssouds de la inoculacidn,

Sin embarjo, si 1a triotamina es adicionada al tiemso de la inocula-
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cién la sintesis de alcaloides en L, roseus es reprimida (48,21,43),

La adicidén de otras fuentes de nitrdgeno orgdnico, tal como hi-
drolizado de casefna, oeptona y extracts de levadurs solos o con a-
minodcidos también ha sido estudiado, Los cultives de Lithosneycoum
erythrorhizon muestran una disminucién en la sintesis de la 1,4.naf-
toquinona en resauesta al hidrolizado de casefna (27), Sconoliz jasn-
nica muestra una disminucién en la sfntesis del inhibidor de slasmi.
na (45,50), Un incremento en los niveles de dissgenina sintetizada,
es resultado de un aumento en la concentracién de extracto de lsvady
ra adicionada al medio, pero reduce el crecimiento celular en culti-
vos de Dioscorea daltoidea (51).

Las evidencias sugieren que los efectns del estrés de nitrigeno
en células en cultiva son variablas, y denendsn en parta del estatus
nutricional de las cdlulas durantis el tiempo gque dure el estrds. Zvji
dentemente cualquier molécula qua zontenga nitrigsno suyede secr 2fec-
tada ooy el estrés de nitrdgeno; estos incluyen aminodcidos, protef-
nas, aminodcidos no n-oteicss, alcaloides, anidas y pseudoalcaloides,
Sin smbargn, cualquier nerturbaciin metzhdlica que afecte ol metabo-
lismo de las protefnas nuede seguramente influencizar la formacidn de
caompuestos no nitrogenados,

La regylacidn feede-vack pueQO drandticanente afectar la sintesis
de metabolitos nitrogenados nor su influencia tanto en el metabolis-
mo orimario como en las princinales rutas de sintasis de los compues
tos secundarins, Por ejemolo, an la biosintasis del triptofano la an
tranilato sintetasa es inhibida nor feed-back por a2l triptofano, Es-
te hecho as de gran importencia ya que el triptofano es sl precurssr

de los alcalnidas dorivados del {ndnl,
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flehta y Shailagae (52) establscieron que existe una acumulaéiﬁh‘

de nraductosffenﬂlicas an cultivos de Rogsa sp, hasta que dichéfé&umg

lacidn fue inhibida aor los niveles crecientes de aitrégena;‘SIﬁ.em-
bargo, la acumulaciin mdxima de fendlicos se llsva a cabo_éuéﬁdq el
medio es suplemantado con extracto de lavadura, Il efecto dél éxtrag
to de lavadura es prabablemente debido a que evita la represién cata
b6lica pudiendn despuds ser metabslizado lentamente en aminpdcidos y
amonio (53},

Otra fysnte de regulacidn puede ser la oérdida de la actividad
de una enzima; este hecho es bisn caonocido en micraorganismos, Par
ajamals, en la alga unieelulae Chlsrella wvulnaris (54) la nitrato reg
ductisa es inactlvada nor la adicidén de nitrato y amnanio a las célue
las en crecimiento en presencia de luz, y es probable que en células
en cultivas actue un mecanismo similar durante condiciones metabdli-
cas en las que se altare la fuente de nitrdgeno, Bajo tales condicip
nes do estirés la inactivacidn de 1@ enzima puede desviar un metabo-
1i{tn de una ruta a otra y asi afactar sl natrén observado de los me-
tabolitns sezundarins, La {nactivacidn seleztiva de las enzimas en
resauesta al estrds metabdlico es un imnartante reguladsr en micro-
agrganismos y probeblaments también en células en culitivay, perc la
relacidn y la integracidn con las otras vias de sintasis de metabo-

1itos secundarios ha sido relativapmente poce explorado,
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Tabla 1,2, Efecto de 12 fuente y nivel de nitrdgeno mineral.

Fuente des nitrdgeno

Ef3cto fitogquimico

Especie

Incremanto de nitrd-
geno como NHANDS:KNU3

‘Adicidn de KNO y
NH MO,

Sélo KNU3 o NH_,‘NO3
Alteracidn de la prg

porcidn de amonio:ni
trato de 3:1 a 1:3

Sustituyendo amonio
por nitrato

Disminucidn de KN(J:s
atain de 0,2% o int
cremants arriba de
N.45%

Incremento de ni-
trato

Selo njitrate

Incremento de amonico

Disminucidn de nitrg
gena mineral

Supresi4n de nitrde-
genc mineral

Incremento de la diog
genina

Disminuyen las nafto-
quinonas

Disminuye la nicotina

Incremento de escooo-
letina y esconolina

Inhibicidn de lz sin-
tesis de fendlicos

Incremente del inhibi-
der de plasmine
Inhibicidn de anticia-
nina y alcaloides

Se inhibe la diosgenina

Incremsnto de ubiquino-
na

Disminuyen los alcaloi-
des derivades del indol

Disminucidn de antra-
quinonas

Disminucidn de poli-
fenoles

Bisminucidén de lzue

coantocianinas
Incremente de amidas

Incremento de cafeina

Incremsnto de gluta-
tidn

Incremento de solaso-
dina

Incremento de alcaloi-
des, antocianina y fe-
nélicos

Dioscorsa deltoidea

Lithospermum
erythrorhizon
Nicotiana tabacum

N. tabocum

Rasa sp.

Scorglia fan-nica

Catharenthus rcseus

D. deltoides

N. tabacum

Peganun harralyg

fiorinda €itrifolia

Rcsa

Camellia sinensis

ﬂ_. tatipcut

Splanum laciniatum

’
€. roseus



Tablz 1,3, Efecto de la fuente de aitrdgeno
de matabolitos secundarios.
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argdnico en la sintesis

Fuenta de nitrégeno

Efacto fitoquimico

Especies

Adiciédn de cadave-
rina

Adicidn de 4d~hidroxi
2-juinolona

Adicidn de ornitina

Adicidn de fenil-
alanina

- Ineramento

Adicidn de fenilala-
nina para el creci-
mientn 2n fase temo,

Adicisn de fanilala-
nina y ac. casamlno
en la fase 4esmorana
del cracimianto

idlcisn de fenilala-
niza y 3¢, casamine
an 123 innculacisdn

Adizidn de trintamina

Estimula la lupinina

Incremento de dictaw
mina

Incremento de los al-
caloides

No hay efecto en los
alcaloides de tropano

Incremente
alcaloides

ligero de
de tropano

Incremento
nina

de dcido
rosmarinico

Increments
alcaloides

Incremanta

ligero de
de tropano
alealoides
Incrementa alcaloidas

Incremento da nafto-

quinonas
de tebaina
alcaloidos

Incremento
Increnenta

Ho hay sfecto en alca
loides de tropano

Disminuys la esconole-

tina y la escopolina

Increnentn de escapne
letina y escopolina

Disminucién de e5copg
latina y esconolina -

Incremento de alca-
loides indélicos

de antocia

Luninus polyphyllus

Ruta graveolens

Datura stramonium

Scopolia narviflora

D. innnxia

Catharanthus rosaus

Colaus blumei

D. innoxia

2, shramoniym

D. tatula

L "n'J.m"v'”lum
itnr:rhizan

Panaver bracteatum

Scopolia acutangula

5. parviflora

Hicotiana tabacunm

No tabacunm

1=

tabacun

C. roseus



Continuacisn de la Tebla 1.3

Fuente de nitrégsﬁo

Efecto fitogquimico

Especie

Adicidn de trintami-
na v secologanina

Adicidn de triptofano

Adicicn de tirasina

Adicidn de glutami-
na por nitrato

Adicidn de pestona
¢ hidrolizado de
casaine

Incremonio del hidro
lizado de casaine

Adicidn de extracto
de levadure

Adicidn de pectana,
extrecto de lavadura
e hidrolizado de caw
sezina

Sintesis de nuevos
alcaloides

No hay efects en 13 cin
tesis de alcaleides

Incremento de alcaloi-.
des indélicue
Disminuven cinepoila
putrescinzc

Incremznto de harma-
ling y harmina

Sintegeis de alcaloi-
des ind“licos

No hay efecto sobre
el dcido rosmarinico

Incremantz alcaloides

Disminvyer los alcaloi
des incélicns

Disminuyen las nafio-
guincras

Inhibe le sfntesis de.
antraguinznes .
Incremants de dics-
genina - :

Incremento:

de fend-
licos - .

Disminuc;dnﬂéél!iuhi;-
bidor de:plasming’

Catharanthus roseus

Camntothern zgurinag

ta

C. res=us

ticotiana tabacurm

Beganum harmala

Phasenluys vulasris

Coleus blured

Pacaver somniferun

Peganur harmaln

Lo gruthrorhizen

florinda citrifclia

Dioscores deltoides

ADS& S,

Scopolia japcnica




27

7,3, EFECTD DE LDS NIVELES OE FOSFATO.

£ fosfato inorganico.(gi)'tiedé uns inmsortants funcisn regulatg
~i3 o~ cdlulas vsgetales, Partiéipa en procasas metabdlicas iales‘cg
me 13 fatusintesis, la respiracién, la g1uc61is1s y-es esenciax'para
'a sintasis da las 4cidos nuclai#bs yvlavde los f:éfjlfpidus. farece
razunahle synoner que las_hiﬁéles‘élteradus da'fos?ato en el medio
ga craeciaisnto guadan'AFQctar ﬁfsfuﬁaémenge 15 bilosintusis de los mg
tazatitos sacunﬂ;:ios_sn céiulaé”en‘cultivo. Por ejemplo} los nivea
las 42 Fasfats puedan no tenar efacts en la sintesis de alcaloides
dasivades da 1@ npotobarberina por células en cultivo de derberis sp,

(s5). Ot aztudias han demostrade que las cdlulaz en cultive de

Sathawantiys soseus y Nisotians tabucum cracidas en medias sin Pi
m3otraran un increnanio en la sintesis de alcaloides derivados del
indol (22,238,568}, v en 1a do las cunarinas r351eculv:mente (JU) Por
gl ceontrario, el ‘ncrsn“ntm de laa cancentrac; nes da Pi causa un‘in

crengntn 2n 18 arﬂduc»idn de antraquxnonas en mavznda citrifnlia (39

y un {nz-enanto en 1a‘441 Psis de alcaloldes darlvados del indol en

C. rosaus (57), e ‘lnonzes vzalacea.\SB).

La 2linoclavina, un alcaloide du orgulina se ha encontrsdo en §,

otros miembras de las Convolvulaceas, y en los hongos
elimoclavina,es farmada en Llaviceps spp. cand sa mueg

tra an-la figura 1,3, 21 Pi reprime tanto a la arxmara enzxﬂa como.a

'3 zhaneclavina cirlaqa. La adicidn de triptofano u. cttos compuestcs

a3 cuncentra-

tiznas de i da como ceswltado un incremento en*lé‘ 'ais total de

alcaloides en I, winlacea, pero reduce la sintssxs ds al alcxdas en’

Aray-2i2 nn-vasa y Rivea garumbosa (53).




~)
poes

fin las cdlulas las rutas secundarias son Fpecuentemanté inhibi~
das por niveles altos de Pi, mientras qué concentfaciones bajas de
Pi frecusnﬁemente son benéficas pare un metabolismo secundario acti-
vo, La tabla 1.4, muestra ios sféctus de los niveles alteradcs de 7
en el motabolismo secundario en e¢dlulas 2n cultivo, Es avid:nte gque=
123 cdlulas vaegetales oéseen algun macanismo de requlacidn similares
a las de otros organismos (59), Sin enbargo, es relativamente poco
conociaa 1a relacidn regulato}ia entre los nivales de P{ y 1as m2ia.
bolitos sacunderios en células en cultlvo, €sts reaoresente un desa-

fin an una d4rea completamente inaxplorada,
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Inhibida por Pi

Figqura 143, 8iosintesis de elincclavina en Llaviceps sp.; estdn indi-
cadas las anzimas inhibidas zor 2l fosfato inorgdnica,
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Tabla 1,4, Efecto del nivel de fosfato en la sIntgsis de metoboli-
tos secundarios,

flivel de fosfato

Etecto fitoquimico

Eapecies

Incremento de Pi

Disminucién de P{

Incremanto o dis-
minucidn de P

Sin Pi

Incrementa alcaloides
Intrementa alealoides

Incremento de antra-
quinonas

Incremento de diosge-

nina

Incremente de alcaleci-

des,- antocianinas y
fendlicos

Incrementc de cinamoil
putrecina

Increrento de estcopo-
letina

Incrementa alcalnides
Incrementa solasodina

No hay efecto en los
alcaloides

No tisne efectec en los
alcaloides derivados
de preotoberberina

Incremente del d4cido
lunulédrico

Cathsranthus roseus

Ipomoea violacea

Morinda citrifolia

Dipscorea deltoidea

Catharanthus roseus

Nicotiana tabacum

N. tabacuym

Peganum harmala

Splanum laciniatum

Jvlophora indica

Berberis sp,

Marchantia polymoroha




1.4, EFECTOS DE OTROS ﬁUTRIENTES MINERALES.,

Mucha atancinn se ha dedicado al estudis ag la fisiologfa, dife-
ranciacién y ootimizacidn del creciniento calular en cultivo de 2ji
dos, 5in embargo, existz una laguna Qn al ;cnocimientn da los efecCe
tas de las concentracicnes de otros nutrientes difsrenies al nizrato
y al fosfato en la‘sIntesis ds metabolitos secundarias pgor cdlulas
en cultivo. En plantas intactas se conocen varias ccmplicaciones d2
108 nrocasos metabdlicoas afectados por'nutrienteé minerales asencia-
les,

Daobbarstein y Staba =stablecieran que los niveles deialpaloidgs
nroducidos por Arqyreia nervosa se ihcramehtan usando poGo Kf}envel
medio de crecimiento (59)., 5in ombargo, en giggg'caxymbosa se ve una
disminueién en la sintesis de loé‘alcaloides“(SQ) Croteau ¥ Karp eg,
tableciaron gque la anzima qua catalxza la sinte,is de lcs monoterac-
nos alcanfor y borneol requiare_Mgﬁ+ para su actividad (60). La tio-
sintesis da glutatién requisre Mg** y es astimulada~pc:»K* (61}, La
actividad de la entkuarenc sintetasa la cual estd involucrada en la
sintesis de los>ditérpenoides, es dependisnte de jones divalentes,
coma Mgté, Matty Ni** (62), Otras reaccisnes enzimdticas invalucrades
en la sintasis de otros diterpenoides son afectadas por los iones di
valanies Fe**, Mg**y ma** (63). Parece razaonable gque 1a.s£ntasis de
diternponpides, esteroides, carotengidas e zsoprenoidns superiares

sea afactada por un estrés de nuuwientes especxalmente 1ones~j

21 azufre es tambidn imaortanta oara el metabolismo an las cély-
las vagetales, £1 sulfata arovee el avufre que s’ requerido para la
hiosintesis de matabolitas 3ecundarios_qua‘cuntienen azufre, tales

como aminodcidos, algunos ooliacetilenos, glucdsides de mostaza y
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counooentes sabarizantes, per ejemplo el S-trens-nropenil-L-cisteina
* Al1liun cwoa, Los comnuestas que contisnen zzufre son ianortantes

c:ns intacmndinrios an 13 alntesis de variss metabolitos sccundarios,

i funeidn de la Sezdeansilwetionina en la motilacidn de una multl-
Lt ot connuestos, tales como 12 N-metlilacidn de ‘precursores de alca
tof4as 4o argaling, 23 bien conocida (65),

La tabla 1,5 muostra algunos de los efectos fitoyuimicos conocidaos
d2 nutrizntes ninerales en células.en cultive; desafartunadamente,

ps%ss datos 3e han daterminado emniricamentas,



Ty
-

Tabla 1,5, Efectos de nuirientes minerales diferentes al nitrato y
al fosfato en la sintesis de metabolitos secundarins,

Nivei del nutriente

Efecto fitoquimico

Especie

¢
Incremento de Ca’

Disminucién de Ca'f

Incremento de Fe'*
Iincremento de K *

Disminucidn de KV

Incremento de 50;

Disminucién de 502

Incremento de MgSOa

Adizisn de MgS0,

Adicisn de NaCl

Adicidn de Mgll

Adicidsn de KC1

Disminuyen las nafto-
quinonas

Suprime la sfintesis ds
clorofila

Incremento de lignina

Disminucidn de sero-
tonina

Disminuyen las nafta-
quinonas

Suprim2 la sintesis de
clorofila

Incrementa alcaloides
Disminuye serotonina
Suprime 12 sintesis de
clorafila

Increnento de amidas

Disminuye el glutatién
Disminucién de saroto-
nina

Disminuyen alcalnides

No hay efecto en 1los
alcaloides
Incremento de prolina

Acumulacidn de aminoe
dcidns

Estimula la sintesis
de etano y etileno

No hay afectn en los
alcaloides

Disminuyen alcaloides

Lithgspermum

2rythrophizon

Nicotiana tibacum

Daucuys carota
N. tabacun

Parthenocissus
tricus-idate

Peganun ha~nala

Le 8rythworhizon

N. tabacum

Argqyreiz nervosa

Pezanum ha-m2la

N, tabacum

N. tabecum

M. tabacun
P. harmala

£, harmala
Catharanthus coseus
N, tabacun

M. tabacum

N, tabacum

L. roseus

£. ha~mala
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IFZCTC DE FITOHCRMONAS EN LA SINTESIS DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

ta evidencia actual indice quevellincremehto éniloé niveles de

metabolitos secundarics en células en cﬁltivo~coinciden con la dife-
renciacidn u organagdnesis, Por lo tanto no es sorprendente que la
mayorfa de lcs estudios del metabolismo secundario en células en cul
tivo estdn enfocados a los efectos gue tiemen los diferentes niveles
de reguladores del crecimiento tanto -en la organogénesis como en la
sfIntesis de los metabolitos secundarios, En genesral se requieren dos
“inps de regquladores del crecimiento por 'las células en cultive las
auxinas y las citocininas, En algunos casos tamblién se usa deico gi-
hee~dlico (GA3)- Son numergscs los repcrtes de que el tipo y concen-
tracidn de auxina o de: cltucinina o 1la relaczﬁn auxinas citocinxna an
2! nediz de crecznlentc alteran dramaticamente el cr eciniento ylanp
cu~ulazidn de metabolitos secundarios en células enjcultLVO ( Tabla
1.§,. Fof ejemplo, GA, y AIA pue&en incrementar la‘éé£;vidéd de la
ARNasa lz que preducz una disminucidn en el,niyelﬁdeiARN;_Tél éfecto

securamente 2¥zc: el metabolismo secundario-de las células vegeta-

carew y Krueger {57) estableciesron que al incrementar las ccncen
tracivnes de 2,4.D se 1nCvementaba ligeramen.a la producuién da alca
taides indslicos en nultivos en sus:ensi‘n ‘de C :nseua. La dlsminu-
si%n an los niveles de 2 4.0 da cumo rasultado la desaoariC1dn del
sezxiviants oy JLsnxnuje la recuoaracidn de alcaloides del media, Sin
Targy, 185 bajus oncentr:cinnes de -,4 O no reprimen la s{n%asis
e 2lealoides tani:z comn los nxvelas altgu. La cuncentracicn dotima
12 2,4.D nara la aroduceidn de alc&loides es de 1 mg/l, La adicisn

de Als 3l medio de crecimianto'da como resultado diferencias cuwali y



cuantitativas en la produccidn de alcaloides. Knobloch st al.(22) de
tarminaron que el 2,4~D suprime la sinteais de los alcaloides ajmali
cina y seroentina en células en suspensidn de C, roseus, pero en pr2
sancia de AJA se oroduce un inCreménto gn laos nivélas de alcaloides,
La benciladenina(Ba) en presencia de auxina da un rendiniantc alto
de alcaloides pero bajas velocidades de crecimiento, Las giberelinas
suorimen la s{ntasis de alealoides (21),

Nettleship vy Slaytor (36) eatableuzaran que 14 sintasxs de alca-
loides ind4dlicas 2n callas de B. ha-mala aumenta an. rESDUEata 2 la
disminucisn d2 la concentracxén del 2 é-D Callos creciendo en medio
que contiene solamente 2,4-D produce sdlo al glucéside gentisato, vy
a la ruina, Sin embargo,lla‘hasmxna,'el harmalol y la ruina scn los
alcalaidas sintetizados en mayor cantidad por calles creclendo en mg
dins deficientes en ‘auxinas, Le Harmina y el harmalol se encuentran
en callos viajos‘de P. harmala creciendo con ANA {38). Recientemente,
8) gruno de Sasse (68) establecisd que la harmina‘yAel harmalcl son
1os princizales alcaloides detectades en células en cultivo de P,
harmala en presencia de 2,4-D, La figura 1.4 ilustra los patronas de
biosintesis de los alcaloides de B, harmala craciendo bajo diferen~
tes condiciones de estrés de auxinas,(35,68,57,88), Barz at al, (&9)
establacisron que las c4lylas fotoautotrsficas de P, harmala en la
rovarsisn al heteroﬁfbfishd'eﬁ preéencia de 2,4.D y cinetina siﬁt=ti
zan harmalnl, harmol y S hidrOXLtrintamxna' pero en presencia de ANA
estas células praducsn harmina, harmalina y haemol, £1 2,4<D.y la ei
natina faverecen la preferancxa de 1a sintesis de compuestos hidroxi
lados, pero el ANA favaorece la formacidén de alcaloides metoxiladns,
Muldar-Krisgey st al. (70).establacieron que los alcaloides juinani-

na y cinconznina eran producidos por cultives de Einchpna pubescans
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crecisndo en presencia de 1/4m de las auxinas AIA, AIB y 2,4-D ¥y LAM
4o zastina, Par el contrarioe ebtns comauestos no .son datectados en
células cracisndo con RIA, AIB, 2 A-D:y RNA, y las citocininas 81 o
cinstina, excesto cuando el ANA y 1a BA eftan presentes 21 mismo
tiempa. Tedas las combinaciones probadas de auxinas y citocininas sy
reimen 1a sintesis de cinconinona, quinidinona, Sat,Tyg-cincofilina
y de 138 o, 174 -dihidrocinconidina, La presencia de AIB y de zeati-
na, £ da 2,4.0 y zeatina a concentraciocnes de t/4m genera una gran

produccidn de alcaloides, Akasy y cols.(71) aislaron dos aleeloides

de t3llos de Stephania csaharanthe cultivadas cbn‘RIA~y cinatina; la
biscalau-ir: berbamina y la aromolina, E1 ANA y 1e cinetina tambien
namtienen la sintesis de alcalpides a géjos'niﬁeles. Sbfprendéhtemeg

te, el AIA vy la cinetina permiten Qnaﬁﬁinpésis qua_subrépasa'los ni-

veles d= la plante intacta,
La sintesis de alcaloxdes de1 fanantreno- papavarina, morfina,

codeina g isotabaina goe célulns en suspenszon de Papaver bracteatum

es sunrinide por 0.1 mg/l‘denz,d-Dg(72)‘ Par el contrario, Hodges y
Raoonort (73) estableciercn~QUalicsiélcaloidéa tebaina, codeins y
merfina si sran producidos'por calios de P, somniferum crecienda en
oresencia de Z,4-D, ANA,'G-Né(Z-iscpentenil) aminopurina y cinatina,
Cuzndo la 6-N-(2-isocentenil) aminopurina es suministrada‘soia'se a-
cumula la tebaima, La codeins es el mayer producto en £allos Creci-
deos en nresencia de 2,40, o de cinztina, y se prodUcatménor\cantl-
ad ds marfina y tebaina,

Ikuta st 21. (74) establecieron callos de Coptis japonica que
oroducen los arincipales alcaloides e;tablepidas en el rizoma de la
alantz intecta, La«befberina,y la ja#rdrficina predominan en los ca-

llos, nero las qantidéd;s son mds pequedas que las determinadas en



1a plonta {ntacta, El contenido de alcaloides de células creciende
en presencia de 2,4.0 y cineting se incrementa con perfodos prolenge
das de cultivo, El contenido de jatrorricine v el crecimiento se re-
ducan cuands se excluve al 2,4.D del medio de cultivo, S5in embargs,
1a adicidn de cinetina en oresencia de 2,4-D da cono resultado un {7
cremsnto en el conteni&c de berberina, paro rﬁdu:a 12 sintesis de ja
trorricina, La jatrorricina y alcaloides relaciqnados muzstrzn une
regulacidn por 1a concentracidn de 2,4-0 en callos de Thalictoum ni-
nus, La colunbamina, l2 talifendina, la talidastira y 13 depxitsli-
dastina no son detectadas en callos crecisndo en presancia de § =y/l
de 2,4-D, Sin embargo, la boerberina si estd presente on callas cra.
cisndo con 2,40 y cinetina y s2 encuentra en maycres centidudes jue
la determinéda en los tallos de las plantas. intauctas,

Los cail@s de N, tabascun subcultivscdus repetidamenie oor 5 afcs
en presencia de_z,a-D no proﬁucen alealoides; ooro los alcaluldes 2.
nabasina, anaéabina y nicotina son sinteiizados rdnidamente cuanda
las cdlulas se hacen crecer en medios con AIA (75). Ohta et al, (75)
satableciaron que la sfniesis de nicotina pore ¥, tabacun se lleva a
cabn msjor en medios con 0,15 y 3.2 m3/1 de ANA; la alteracisn de
lns niveles de auxinas por a~riba o por abajo de un dotorminedn ran-
go reduce el contenido de Aicotina. £1 efeéfa supresivo en 1y sinte-
sis de nicotina es mayar en presehcia;dé 2,4-D,-qug”en presenciz de
ANA ¢ de AIA; 1 mg/l de 2,4~D;fﬁ 1pvﬁg/1 dé ANA 6~130‘m§/1 de AIA cg
si inhiben completanente la s:ntésis; _dé_-lﬁicvstiaa.l, Las inhibiziones
son reversibles. La‘édici&n;da,$ h9/i de cinetina al 'media de creci-
miento también inhiben bomﬁlefaméntéﬂla s{ntesis de nicotina (77),

La sintesis de antoc;aninas.oor cdlulas en suspensisn devDaucus
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Cacota sa llava a cabo aen ausencia da 2,4-D, La adicidn de 2,40 al
medio de crecimiants suprime su sintesis (78). Sin embargo, las cdly

1as aen suspensidn de Haplapanus qracilis acumulan anticianina en prg
-6

sancia de 4,5 X 1071 da 2,4-D (79). Schimtz y Seitz (30) establecig

ron que 10'12

M de GA suprime la sintesis de antocianinas en D. carg-
ta, 1071 do GA inhibe por completo la sintesis. La adicidn de GA, a
H. gracilis a 10"6g/m1 inhiben la formacidn de PAL (31), E£sto pusde

axnlica® an napte, la disminucidn en la sintesis de antacianinas ob-
servads an cdlulas axnuestas a GA. Sugano y Hayashi (32) establecie-
ron que la antoclanina se sintetiza en cultivos da D, carota crecien
da con 2,40 en lugay de AIA, Harbovne st al, (33) establecisron que

las antocianinas cianidf{n-3-glucdsido y delfinidin-3-glucdsidn se

sintetizan an callas Jde Dimorohotheca auriculata cuando s2 crecen en

nresencia da 2,4.D: estes coapusstas 2o sin detectadss 2n tallos in-

tactns, Por 8l conteario los callos de Linum usitatissimum producen

cianidin-s,s-diglucdstdo, paro no malvidina s hirsutidina (sus glucd
sidos) que san 1as fque sae encuentean normalmente en la planta (34).
Smith et al. (15) aislapon cianidin-3,5-diglucdsido y peonidin-3,5-

diglucdsidn‘da‘calius de Strobilanthes dyeriana creciendo en AIA, pg

0 no 2n Z,A;D.votfos astudios han mostrado qus la si{ntesis de anto-
cianinas es inhibida por auxinas, sesnecialmente el 2,4.D en cdlulas
de Populus 3n,, H. gracilis y 3osa sp, Sin embargo, el 2,4-D produce
un estinulo en la sintssis d2 antocianinas en J. gracilis y Rosa sp.
an nr2soncia da luz, y niveles elevados de 2,4-D no inhiben la acti-
vidad da 1a PAL in vitro.

Okazaki et al. (36) establecisron que el 2,4-D, el AIA v la BA in
cremertan la sintesis de 1as cumarinas da ascopoletina y sl gluedsido

38 escopoldina, £1 AJA y la BA {ncrementan las eoncantraciones de ss-
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canolatina 'y escopclina en las cdlulas g‘lcs'niveles de escopoletirea
en el-medio de cultivo, Por otro lado, el 2,4-D -causa gn>incrementc
en la acumulacidn del glucdsidd en las células y diSminuye el nivel
de la aglicona en el medio., El atileno, al‘acido abscisico o el GA
no afectan la si{intesis de estos compuestos. |

Los callos de Trianthema portulacusteum creciendo on medios con

2,4-D producen ecdisterona, cuya produccidn es estimulada en presen-
cia de 2,4-D y cinetina, las cuales estimulan .la formacién de raiz,
Se ha establecido que al GA incrementa la sintesis de ecdisterona
(37)., Biesboer y Mahlberg (35) establecieron jue la produccidn de eg

toroles por csllos de Euphorbia tirucalli se aumenta por la adicidn

de AIA y disminuve por la adicién de 84 en 21 medio de crecimiento,

WYaller et al, (39) mostraron que los callos de Delphinium ajecis

producen mucho nds esteroles que le planta intacta,
Rucker et al. (50) observarvon que la sintesis ce glucdsidos cara

didcos on callos de Digitslis purpurea es influenciada por el AIA pe

ro No lo es por le oaroparcién de 2,4-D:RIA, Se ha establecids que el
GA inhibe la biosintesis del glucdsido, Kaul y Staba (91) y Kaul et
al, {51) reportaron la produccidn de diosgenina en callas de Diosco-
rea deltoides creciends con 0.1 a 1,0 mg/l de 2,40, Sin émbérgo; la
remocidén del 2,4-D resulta en una diferenciacién y un poco inespera-
damente en una disminucidn del nivel de diosgenina, Heble et al,(73)

gestablecieron que los callos de Solanum xasnthocarnum creciemdo con

AIA muestren un incremerto en los niveles de diosgenina, pero el ni-
vel de/g-citosterol disminuye, Cuande el 2,4-D es sustituido por AIB
se observa un resultade similar, y la sintesis de diosgenina se esti
mula cuancdo el AIB se aumenta al 0,01%. Steerns y Morton (92) esta-

bleciernn que células en susnznsidn de Glycine max ereciendo en ore-
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i

‘p"ndu n acido palmltlco y gcidos poli-

sancia de AIB con. o sin GAﬂ
acida olaICD son reducidos en

83) establecieron que' la sintesis de
la 1,4« naftnquinona aa increwenta an.callos de 'L, grythrorhizon crg
cidos an la oacuridad en nedios con RIA d;smlnuyando la produccidn
cuando el 2,4-D es sustztuidq pop:AIA o los cultivns son irradiados
con luz azu) (330-560 nm). Sin'embérga, econ 2,4<D e irradiacidn con

luz roja (360 nm) el rendimizsntc es mdximo para le sintesis de podo-

ilotaxina eon callos de Padoshyllum p2ltatum (94).

La mayoria de las estudios de estrés producido por los requladg
res del crecimisnto estdn involucrados en 13 ontimizacidn del rendi-
mianto de 1ns productos secundsrios usando callos o células en sus-
nensidn en cultivos én tateh, Con tales,eétudius no es posible eva-
luar los efectos de las aux;n;§>y ciibpinihas Indzpendientenente de
los 2fectas de los pardmetros ﬁutricinnales cambisntes intrinsecos a
sstos sistemds. Usando tdcnicas de cultivos continuns Bzlague et al,

©Z) estableciermn que las células de Pyrus communis en presencia de

(

2,4-D consumean am:nis, K' v Ca** a altas proporciones, mientras que

el nitrato v el fig**no lo son, Estd clarn que la stntesié’dq.todo ti

no de metabolitos secundzrios se ve alterads por el astrés‘bfoducido

nor 1as reguladeres del crecimientn parolestoéiﬁambios‘édh;trénsito-

ring, Aunquz la opinidn general suglere que- las ccncentraciones in-
'

crer:zntadas e auxinas suprimen ‘el mstabolismo secundarxo y pequefias

concentraciones nupden pormitiy 18 aIntesxs de productos secundarics
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Tabla 1,6, Efecto de los reguladores del crscimiento en la sintecis

de metabolitos secundarios,

Requladores del
crecimiento

Efecto fitogulmico

Eapecie

Incremsnto de 2,4-0

Adicidn de 2,4-D

Incremaento de etileno

Incremento de alcaloi-
des

Disminuyen nolifenoles

Inhibe la sintesis de
alcaloides inddélicns

Estimula el etileno

Disminuyen las antocia
ninas en células creci
das en la oscuridad

Increrento de antocia~
ninas en células cre-
cidas en la luz

Incrermento de malato

Increnmento de antra-
quinnnas

Disminuyasn alcaloides

Se inhibe la sintesis
de cinconinena, quini-
dinonz, cincofilina y
dihidrocinconidina

Incramento de alca-
loides

Inhibicidén de la sin-
tosis de antocianinas

Esterificacidén de tro-
pano con acetiato

Incremento de divsceni
na

Disminucidn de proto-
berberina y alcaloides
de aporfina

Inhibe la sintesis de
naftoquinonas

Se gufrime la gintesis
de antraquinonas

5a estimule la sinte-
sis de hemigosipol y
gosipol

Acer pteudonlatanus

Catharanthus roseus

Cassia Tistula

Jeganum harmalw

Nicotiana tabagun

Rosa so,.

Rosa sn.

Acer pseudcplatanui

Cassio tors

€. roseus

Cinchona pubescins

Contis japonica

Jaucus cerota
Datura innoxia

Oinoscor=a n=ltai e

Dioscoreoshyllunm
curminsii

Echium lvcopsis

Galium mullugo

Gossypium hiesutum




Continuacién de la tabla 1,6,

41

2agulndoras del
crecimiento

Efecto fitoquimica

Especie

Adicidn de 2,4-D

Disminucidn de 2,40

ddiciin de 2,4-D
y cinetina

Vdicitn de AIA -

Sa inhibe la sintesis
da antraquinonas

Se inhibe la sintesis
de alcaloides

Incremento de ubiquinona

Incremento de escopoli-
na y disminuye la esco-
poletina

Inhibe 12 sintesis de
alcaloldes

Sa sintetiza salo la
codeina

Incremanto de podofi-~
lotoxina

Incremento de diosgenina
Sa sintetiza ecdisterona

Increnento de divsganina

Disminuci6n de carotenoi
des y estergides

Inhibe la sintesis de

- alcaloides

Incremento de terberina
disminuye jatrorricina

Hay sintesis de harmol,
harmalol y S5-hidroxi-
trintanine

5e estimula la sintesis
de alcaloides

Se altera gl patrdn de
alcaloides

Incremanto de alcaloldes

Se inhibe la sintesis
da alealoides
Esterificacisdn de tro-
pina y acetate

Mo tiene efecto en la sin
tesis do gluecdsidos

Morinda eitrifolia

Nicotiana tabacum

N. tabacum

No tabacum

Papaver bracteatum

Papaver somniferum

Ffodophyllum neltatum

Salanum xanthocarnum

Trianthema
portulacustrum

Jigscorea deltfBidea
Daucus carole

Cinchiona pubescens

Contis jansnica

Peganum harrala

Stenhariz cecharantha

oubescens

————

c.
PBatura innoxia

Digitalis purpurza




Continuacién de la tabla 1.4.

Raguladores del
crecimiante

Efecto fitogquimico

Especie

Adicidn de AIA

Adicidn de AIA

y BA

Adicidn de AIR

y cinetina

17{cidén de AIB

Adicién de
y cinetina

RIB, GA

Adicidn de dcido
indolcaprofco

Adicifn de ANA

Incramento de alcalnides

Increnento de esteroles
Hay sintesis de nafto-
quinonas

Se sintetiza anabasina,
anatabina y nicotina

Disminucién de podefilo-
toxina

Incremento de dinscenina
y disminuye el citosterol

Incremento de escopole-
tina y escopolina en las
cdlulas y disminuye la

escopolatina en el medio

Se estimula la sintesis
de alcalcides

5d inhibe la sintesis de
cinchinonina, quinidinaona
cincofilina y dihidrocin
conidina

Esterificacidn de tropi
na y acetato

Se inhile la sintesis de
sclascgdina

Incremento da deido
linole{co

Increnento de saponinas

Disminuyen alcaloides
Incremonto ds alcalcides

Esterificacidn de troni-
co y dcido teénico {in-
cremento de 2tropina)

Incremento de alcaloides

Se ostimula la sintesis
12 hemigosipol vy gosipol

Dioscarzonhyllum
cummingsii

Euphopebia tipucalli

Lithospermum
arvihrorhizon

liicotiana tabacunm

Podaphyvllum neltatun

Solanun xanthocarnum

M. tabacum

Stephania cecharantha

Cinchona nubascens

Datura innoxia

Solanuin xanthocarnun

Slvgine max

fanax cinsens

Cathararnthus roseus

Chiosva ternato

2atura innoxin
Oioscareaphyllum
cumminsii

Gogsypium hirsutum
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Jequladores del

Efacto fitoqulmico

tspecie

Adicidn da ANA

Adicisn de ANA y BR

Adicidn de
cinetina

ANA y

Adicisn de GA

Adicidn de cinetina

Adicidn da dcido
abscisico S
Adicién de AMPc

Adicién de 6-N-(2-
isonentenil) aming”
nurina

Estimula la sintesis de
naftoquinonas

Incremento de antraqui-
ngnas

Se sintetilza harmina,
harmol y harmalina

Disminuye podofilotoxina

Inhibe la sintesis de cipn

ceninona, gquinidinena,

cincofilina y dihidrocin-

conidina

Hay sfntesis da codafne,
morfina y tebaina
Inhibe la sintesis de
ecdisterona

Inhibe la sintesis de
alcaloides ’
Incremento de digoxina

Inhibe la sintesis de
glucdsidos cardidcos

fatipula la sintesis d=s
acdisterona

Inhibe 18 si{ntesis da.
nicotina

2isminuye la ubigquinena
e incrementa la lignina

Se sintetiza codelna

Induce 123 sintesis de
suberina

Disminuye el camnesterol
e incrementa citostercl

Inhibe la sintesis de
codeina, morfina onero
se sintetiza tebaina

Jualans microcarna
Junlans ma2jor

Morinda citrifelia

Baganum harmala

Poduphylum pgeltatum

Cinchena pubescens

Papavey somniferum

Trianthema
portulacustrum

Catharanthus rossus

Jdizitalis lanata

Dioitalis nurnurea

Trianthena
nortulacustrum

MNicotiana tabacum

N. tabacum

Panaver spaniferum

Salanur tubargsum

Czrchorus olitorius

Panaver somnifetum
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Figura 1.2, Patrén de alcaloides de g-carbalina establecids an
nlantas intactas y células sn cultivo de Penanunm

harmela crecidas en medios con y sin.auxinas,
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SFZCTU OC LA LUZ EN LA SINTESIS DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Lz luz tiene efsctas prohunciado; en sl crecimiento y desarrollo
de las CTV, e influye en la formaciﬁn de los metabolitos sacyndarios
v no s1la sa ve afectada por la cantidad sino tambidn por la calidad
do la luz, Por 2jemnlo, 1a luz azul induce un mdximo en la formacidn

de antocianinas en células en suspensidn de Hanlonanous gracilis,(96-

21). La luz bloaca induce la sfntasis de antocianinas en L, rossus,
 Poaulys sn, Por el contrario, Tabata et al. (93) establecieron quse
tantn la luz blanca como la azul inhlben camnletamenis la sintesis ds

la 1 &~naftnquinuna an callos de ththnarmum arytheoyhizon,

La produccién de acido clorogénico en H, aracilis os astinmulada

nor la luz blanca;‘azulijfroja de las cuales la luz azyl ss la mds
efsetiva (99,100). Sin embargo, Lackmann (96) estahlecid que la de-
ndencia de la luz gn-la induccidn de las antocianinas en células
en susnensiin de H, gracilis es controlada solamente por la luz azul

La araduccidn dz nndofilotoxina por ¢allos de Podonhvllun neltatum

03 astinulada nor luz roja (660 nm) e inaibida nor irradiacidn can

ez azul (371, 420, 433 nm) (94). Se ha establecida qus se raquisre

luz hlanca -ara la sintesis de antocianinas an caellos de Daucus ta-
A ————,  —————

rosd, H2lianthus Zubswasus, L. usitatissimum, {1. pumila y R. multi-

flara (121), Tzkeda y Katoh (102) sstablecieran que el rendimiento
dul snosjuiterpenaide azuleno incrementa 4 veces an células en suspen

a1’ dz Calvanneia granulata crecieado sn luz blanca (300-300 nm),

Lv< cdlnlas an cultivnjda Digitalis lapata sintatizan niveles elasva-

dos dr jlucdsidns en respuasta a un incrementa en la irradiacidn
(133},

Amciias avidsncias muestran que las actividades de las anzima"
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resnonsablas de la sfntesis dal glucdsido de flavona en cdlulas sn
cultivo de Petposelinum hortenss se incrementan dramdticamenta poe
la irradiacidn can luz UV (104,105). La irradiacidn con luz UV (254
nm) de Glycine max da como resultado una rdpida sintesis de gliceo-
lina, y tai irradiacién da coma resultado un incremento de la sinte-
sis del deido J~aminobutfrico en cultives en suspensidén ds Rosa da-
mascana (106),

Las cdlulas de Ryta graveglens producen varias cumarinas y alca-
lnides cuando se hacen cracsr en luz blanca cantfnua, R, gxggggigni
nrnduce nreferentemente 2-nnnanona, 2-ncpanil acetato v 2-nonancl én
la oscuridad, v sus concentraciones disminuyen al incrementarse la
intensidad de la luz blanca (107). Por 8l conteario los niveles de
2-undecannna, 2-undecanil acetato y 2-undacanol se incrementan an
respuesta al aumento de le intensidad dz la luz (103).

Los cultivns de callos de Scopolia acutangula producen mds alca-
loides 'en le luz gque an la oscuridad (10%). La incubacidn de los ca-
llos de P, harmala en la luz se favorece la produccién dal =lcaloide
derivado del indel harmina (67). La luz blanca tiene influencias en
la sintesis de alcaloides derivados del indol per C. rogSeus (79,110
1M1).

Hahlbreck (112) aisld la flavons apigenina de células en susnen-
sign de G, mgﬁ,iluminadés y observé una correlacisn entre la forma-
cidn de la apigenina y las actividades incrementadas de xa PAL y la
p-cumarato- Cod ligase, La sinensetina, la ncbiletine y atras flazvo-

nas metoxiladas han sido determinadas en cultives de Citrus aursntium

y de C. madica expuestos a la luz, ceroc no en los mantenidos en la og
curidad, Un rdnide incrsmento sn la actividad de la PAL precsde a 1la

sintesis de los flavonoides. La irradiacién de H. gracilis ean luz z
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zul incremanta la actividad de la PAL y la produccidn‘qefghtociani-
nas (113,114). | S |

Zon antericridad se ha demostrado que la ésimiiaci&n‘dQL nitrato
nzr las cédlulas vegetalss es regulada pfincinalmgnfé bor ios‘nivelas
de nitrato reductasa; y la luz visible as un parametro qUé.controla
su ointesis v su actividad, Lz nitrato reductasa es una enzima com-
pleja que contiene FAD (flavin adanin dinucleﬁtido), citnéromo b559
v malibdeno y puade sar inactivada por amonio en presencia de luz, &
NADPH, Sin embafgo] cuando el NADPH 1nac;iva,a la nitrato reductasa
dsta es reactiyéda‘por luz azul, y los flavin nucledtidos dramdtica-
menta incrementan la reactivacidn mediante luz azul (115), Madyastha
at al, (115} demosfraron que C, pa33u3 contien2 una monoxigenasa asp
riada con el citncromo P-450, 12 cual hidroxile en C-10 al geraniol
v 2l nercl, Esta hidréxilacidn es un importante naso en la bingénee
sis d2 cizvrtos zlcaloides derivados del indsl, Grunwald.{117) indicd
que la irradiaciém es un impo-tante factor en la sintesis del este-
rol: las »slantas crccidas con luz generainﬁnte muestran contenidos
13 tnjns de estarnl (nrincipalmente estlumastﬁrol) que las plantas
crecidnz en la cscuridad

-

La luz aTecta‘diversqs pracesos metabélicees durante ei desarrc-
1lo de 1ns c1oroplastos da las plantas., La luz azul induce la bies{p
tusis de las Jirndos, incramenta la asimilacién de carbono v de ni-

régann asi C1ma le fasforilaci“noxidativa, Incrementos significati.
a8 en los linidns tntales, cerctencides o AR ocurren scle despuéds
4r una adecuada fetofasforilacidén, Estos cambios inducidcs por la

luz 88 vejgulan a travds del fitocromn., L2 sintesis de los caroteonoi-

Jes es tembidn fotopreegulada en un procaso madiadn tambidn por Tito-
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cromo, El fitocromo ouede ser 8l dnico pigmento claramentg dafinido
an las vacupolas de las plantas sl cual es capaz de traducir la {lumi
nacién en una raspuesta dentro de la regulacién metabslica. Schopfer
(118) revisé el control del fitocromo en las éniimas reguladas por
la luz. Por ejemnlo, las actividades de las enzimas invalucradas en
el ciclo reductive y oxidativo de la ruta de las pentosas son modulg
das oor la luz in g;gg,yla luz y el nitpato son necesarios para man-
tener 8l alto nivel de la actividad de la nitrato reductasa en célu-
las vegetales, y 1s actividad de la peroxidass es modulada sor la
luz, Un remarcado rango de enzimas pusde sar vegulado por la luz,
Aunque se han ravigado varics asnectos de la regulacisn mediunte
le luz de las enzimas pelacionadas con 1a fTotosintesis y el desarrc-
1lo de los cloroplastos, es relativamentc poca le informacidn dispo-
nible en relacién a los efectos de la irradiacién de las enzimas que
sintetizan los metabolitos secunderios gor células en cultiveo de
mlantas, excesto aquellos del metabolismo de los fenilpropanoides,
Las enzimas involucradas en la sintesis de la mayoria de los mefﬁba-
litos secundarios permanecen sin ser caracterizades, Muchcs ds los
estudios relacionados con los efectes de la irradiacidon en la sinte-
sis de metabolitos secundarios estdn relacionados principalmente con
los patronss alterados de estos metabolitos., Ejsmplos de las efectos
de la luz en la formacidn de metabolitos secundarios se ilustren sn

la Tabla 1.7.
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Tabla 1,7. Efectos da la luz en la sintesis de metabolitos sscun-
darios,

Calidad da luz

Alteracidn fitoguimica

Especie

Luz blanca

Ltuz roja

Incremento de sesquitaerps-
no y paniculido B

Incrementc de polifencles,
pero inhibe 12 polimeriza-
cién de leucoantocianinas

Disminuye la cafelina

Incremento de antocianinas
y alcalnides inddlicos

Incremsnto de digalactosil-
diacil gliceroles

Incremento de flavongides

Incremento de glucdsidos cap
didcos

Incremento de diosgenina

Inhibe la sintesis de nafto-
quinonas

Incrementc de apogenine

Incremento de
génico

dcido cloro-

sulfolfnidos
antocianina

Increnanto da
Increnento da

fFavarece la sfntesis de
harmina

Increnento de alcaloides
y cumarinas

Disminuye 2<nonanocna, Z-no-
nanil acatato, 2-nonanol e
fnerenmenta 2-undecanil ace-
tato, 2-undecanol, 2-unda-
canona.

Increnento de alcaloides

Incremento de glucoalca-
loides

Incrernento de dcido cloro-~
génico

Incremanto de podofilotoxina

Andrparanhis
paniculata

Camellia sinensis

2l
., sinensis

| (]

Catharanthus roseus

Chanopodium yubrum

Citeus aurantiun

Citrus madica

Digitalis purpurea

Digscorea snn,

Echium lycansis

Slycine max

Hanlenapnus cracilis

Kalanchos crenata

[ialus aumila

Peganum harmala

Ruta graveoclans

Ruta araveolens

Scopolia acutangula

dolanum
acculeatissimum

He gracilis
Padonhyllum peltatum




Continuacidn de 1a Tabla 1.7.

Calidad de luz

Alteracidn fitoquimica

Especie

Lu2 varde

Luz azul

Luz Uv

Luz UV y luz
roja lejana

Luz Wy luz

Incremento de antocianinas
Inhibe la sintesis ds las
naftoquinonas

Incremento de #cido cloro-
génico

Incremento de antocianina

Inhibe la sintesis de po-
dofilotoxina

Incremento de antocianina

Incremento de gliceclina
Incremento de glucdsidos

de flavonoides

Disminuye los glucésidos
de flavonoides

Incremerto de glucdsidos
da flavonaoides

Bonulos sn.

————————

Echium lycoopsis

Hapnlopapous gracilis

H. gracilis

Badoghyllur peltatur

fonulius so.

Glvcine max

Petrosalinum

nogrtense

8. hortense

B. hortense
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EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA SINTESIS DT METABOLLITOS SECUNDARIQS

Las células de plantas usvalmente son cultivadas en unf;hﬁgd de
temperatura de 25-28°C, E1 rdgimen de temperatura alteraﬂo éféEfa la
acumulacién de compuestos ésoacificos y de tipﬁs,de pfoduﬁféﬁf?ito.
quimicos sintetizados, Por ejemplo, la.cantidad déEgéfu;acidh de dci
dos grasos puede ser afectada., Asf, la composicién de los dcidos gra
sos esta relacionada con la tamperatUragllos dcidos grasos saturados
se incremantan;en_rBSpu;sta al incremento de la temperatura, y los 4
cidos insaturadns se inéremantan al disminuir la temperatura (119).

€1 cultivo da células de Catharanthus raseus a temperaturas por

abajo do 27°C da como resultado un incrementa an la sfntesis de las
alcaloides indélicas, mientras que a temperaturas por arriba de 27%
da como resultado una disminucidn de la sfntssis de alcaloides(120).
Por otro lado una disminucidn o un incremento an l2 temperature de

incutacidn de Camellia sinensis (37) o de Nicotiena tabacum (76), re

sulta en una disminucién en la sintesis de cafefna y nicotine respec,
tivamante;lil incramento en la temperatura inhibe la sintesis de ca-
rotencides en 16 fruta de tomate (121),

Las cédlulas vegetales tienen cambios biogquimicos y metabdlicos
en resnuesta -al estrés por temperaturs, Las plantas i{ntactas mues-
tran alteracidn: en el contenido de protefnas, y de los reguladores
Jdel crecimiento, £ dcido abscisico ouede ser un mediador en las cé-
luylaz vagetales en el fendmeno de estrés nor temperatura, Protelnas
ssoecificas son dintetizadas en respuesta = un rédgimen inferlor de
temperatura, y 8l dcido abscifsico ss capaz de inducir ciertas espe-~
cies d2 protelnas, E1l incremento en la temneratura, igualmente, re-
sultan en un metabolismo alterado de las protefnas. Los efactos de

la teomoeraturs se ilustran en la Tabla 1,8,
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Tabla 1.8, Efectos de la temperatura en la sintesis de metabolitos

sacundarios,

négimen de temperatura Alteracidn Especie

(°c) fitoquimica

26-30 Incremento de sustan=-

ciags antivirales Agrostemma githago

Incremanto de 25 a 28 Disminuyen las anto-
a pH 4,2 cianinas Daucus carota
Incremento de 25 a 28 Incremento clorofila Mentha arvensis

Incramento

Increnento

arriba de 25

arriba de 26

Incremanto ds 27 a 33
Incremento a 30
Incremento de 30 a 35
Disminucién

Disminucidn a 10
Disminucidn a 15
Disminucidn abajo de 29
Disminucidn abajo de 24
Disminucidén abajo de

26 hasta 16

Disminucidn de 30 a 25

Disminuye la nicotina
Disminuye la cafeina

Disminuyen los alcaloi
des inddlicos

Incremente de antra-
quinonas

Disminuys la arbutina

Incramonto de dcido
linolénico

Incyementg de dcido
linolelico

Incremento de fosfo-
lipidos

Incremento de dcidos
linoleico y lineldnico

Disminuye la nicotina
Jisminuye la cafeina

Incremsnto de alcalof
des inddlicos

Disminuye la arbutina

‘Juglans

Nicotiana tabacum

Camellia sinensis

Catharanthus rosaus

Morinda citrifnlia

najor
Juqlans minar

Brassica napus
Trop2eolum majus
Rauwollia

sacpentina

Glycine max
Njcotiana tabacum

Camellia sinensis

€. rgseys

Juglans major
Juglans minoy
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EFECTO DEL pH EN LA SINTESIS OE METABOLITOS SECUNDARIOS.

Las c#lulas de plantas son usualmente cultivadas an madios que
tienen un rango de pH de 3-8, Diversaos estudins han mostrado que sl
ol dsl medio pueda influenciar dramdticamente la produccién de mata-
holitos secundarios por cdlulas en cultive, incluyundo a2 las antociag

ninas, las antrajuinonas y los alcaloides, Por ejemsla, Daucus caro-

ta (122,123) craca 2 pH 5.5 y produce menos antocianinas gue cuando
es cultivada a nH de 4,5, Cuando 8l pi es incrementado de 4.5 a 5.5
el rendininnto d2 la produccisdn de antocidnina disminuye an 90,, La
aléeracién del pH afecta la Formacidn ds triptofol a partir de trip-
tofano; cuando el oH es controlado a 6.3 la sintesis da triptofol as
astinulada en 714 sobre los culiivos control & pH asutro, pero a pH

4.3 sae inhibs la sfntesis del trintofol (124),

Tabla 1,9, Efecto del pH en la sintesis de metabolitos secundarios.

pH Alteracidn fitoquimice Especis
G.0 Incremento de sernentina Catharanthus roseus
7.2 Increnento de cafalna Camegllia sinansis

Incramento 4.5 2 5,5 Disminuyen las anto-

cianinas Daycus carota
Disminucidn 7.0 a 8.3 Incremento de triptofol Ipoagea sp,
Disminueidn a 4,3 Inhibe la sintesis de

triptofol Ipongea sn,
Disminucidn 4,8 2 4.0 Incremento de antra-

quinonas florinda citrifolis
Incrensnio 4,6 2 5,0 Incramento de antrae

quinopas M. citrifolia



del estrés de oxigeno en - la sI j
altsraciones metabdlicas producldasvpor ‘naefobznsis en nlantas ha
sido extansaments revlsado. Las actividadas de 1la d1cohol deshidroge
nasa, de la enzima ndlica y de la nitrato reductasa se encuantran ip,
crementadas bajo condiciones de anaerobiosis, El afacto mejor zonaci
do d2 la ausencia de oxfgens es el incremento en la aciividad de la
glucélisis, lo que produce una acumulacidn ds atanol, _

8ajo condiclones aerdbicas, una gran porcidn dal‘cfé?gsbctadeca-
nol es oxidado a 4cido olefco e incorporadn en.los fcsfoltpidus; el
394 es esterificado a cera an células haterétrofas an suspansién de
Glycine max y en células fotomixotrdficas de Brassica napus, pero la
valocidad de oxidacidn es incrementada posteriormente, Sin smbargo,
en cultivos sin oxligeno 21 poco octadecenol as convertido z Scido
oleico; la mayor narts 8s convartido & 4stares de cera (125). Los 1f
nidos en cultives con aereacidn contienen mdas &cidos grasos insatura
dos que los cultives mal zereados los cuales contienen sronorcionss
relativamente altas de fcidos yrasos saturados d2 cadena larga. Pap-
tiendo d2 una generzcidn enrigquecida en oxfgeno, y siguiende con sis
temae neivados de oxfgeno las cantidades de aceites voldtiles on ca-
1los de Eggg_gzavggjgns'disminuysn. Pero desgués de 2 generaciones
el contenido de aceite es grande en sistemas enriquecidos en oxige-
no (109),

Se ha establecido que los aminodcidos libres sae incrementan an

cultivos de Acer pseudoplatanus an respuesta al incremento de CO, v
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2 la disminucisn del suministro de airs (1286),
Un amnliq rEQQO‘défmééabolltos indluyendo a los dcidos shiquimi-
ro, lactato y m51é£o; s6n producidas por las plantas en respuesta a
la narcial d_tofﬁl anoxia (127-129), Se ssbo que una mayor propore
cidn de las carbonos del atanal son convartidos an glutamlnar(13h).
Recientanents, se ha dambsfrndo que 107 da CO ‘en'el‘amﬁiénte in
hibs 13 nroduccidn de co, vIa la respiracidn en 65%, y Sm de CO in-

hibe an 9573 la resoiracidn en tejido de chichara;'También el malato,

al &yoxoglutarauo Y el succinato disminuyan 3u cantonido en prespn-
cia ds 1014 de L02. Los datos sugiaren quea an 10ﬂ de CD 1a aculvidad
jel ciclo ael aczdo tricarbaxil1co es raducidu par al suministro de
niruvato, Los gruwdes incranawuos de oiruvato j'uboxoglutarato, su-
gieren una Jlsminuqldn;an 1a tasa de o&idacxén y_una_subsecuente dig
minucidn‘de la actividad del ciclo del dcido tricarboxflica,

Se sabe que muchas snzinas tiznen eamo sustrzto 2l axigeno mole-
zylar, nor eje&olo; las cxiéenasas catalizan la.incorporac16n de oxi
geno en susiraltos gr3jdnicns y se espera que las condiciones de hipo-
xia aiacten 1as aronarcisnes biosintéticas de los metabolitns secuna
darios axijenados, Obviamenie, falta muﬁho mds por conocer en este

inteezsante feea ol metabolismo,

EFECTO DE ANTIBIOTICOS EN LA SINTESIS DE METABOLITOS SECUNDARLUS

Son diversos los reportes d2 gque los antibidticos, incluysnds in
aibidares de la sintosis da seotefnas y anflogos de aminodcidos, al-
Lteran 2l naﬁrdn d2 matabolitos secundarios sintatizados por células
en cultivo, Por ejemolo, el sulfatn deo astreptomicina, el cual inhi-

be 1o sf{ntasls de protednas, oromusve la sintesis ds naftoquinonas



en callos de Lithospermum grvthrorhizon (27), La cicloheximida y la

puronicina inhiben 1a produzcidn de daidzen en células en susepansidn
de Glyecine max (131), Mientras que la actinomicina D si estimula la
sintesis de daidzen y lz2 de los glucésidos relacicnados incluso a8l
lignano, Por otro lado diversos inHibxdorea da la sfntesis de ARA

reducen la produccisn de daidzan (131)

La puronicina y la actinomicina promueven la“‘éumu1a¢idn de al-

caloides del. fenantreno an,célulw ;én:delbanaVer'somnifB-

rum (132); la ciclohe: ;ntesis de alcaloides, Sin

ambargo, cuandO'lo  an ibﬂ6tidos“5on'adicionadus al inicio de 13 in-

cubacidn, la purumicina y’la ‘actinomicina aumentan la sintesis de
codeinz, pern cuanda los inhibidores scn adicionados al tarcer dfa
de incubacidn, la actinomicina disminuye y la puromicina incrementa
1a s{ntesis de alcaloides (132).

Hahlbrock y Ragg (133) establecieron que l2 luz induce la acti-
vidad de las enzimas que sintetizan los glucésides de los flavonoi-
des en cdlulas de perejil siendo inhibidas por pequefias concentra-
ciones de actinomicina D y cicloheximida, tanto gque las actividades
de otras enzimas no son afectadas, La actinomicina D y la puromicina
inhiben 1ia actividad de le cnzima inducida por 1a luz azul an Ha-

alonacsus gracilis (134). E1 clorenfenicol causa una disminucisn de

un 53,5 en la citocromo oxidasa y bloqusa la s{ntesis de otros compo-
nentes del transporte da electrones en la mitocondria en células en
suspansidn de soya,

Los andlogos de aminodcidos que inhiben el crecimiento celular
cuando ia poza enddgana de aminodcidos libres protefcos es pequefia,
ha permitido establecer amplias aplicaciones an la seleccisn de cé-

lulas modificadas, Por ejemalo, las células de Nicotiana tabacum que
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nraliferan en presencia de p-fluorofenilalanina, un andlogo de 1a
canilalanina, aroducan cantidadas muy aumentadas de PAL-y un incre-
mento en .la sintesis da fenilalanina,(135,136). E£sta combinacidn de
un aumento en la actividad de la enzima y el sustrato puede parmi-
tir que mucho mds fznilalanina sea dirigida al metabolismo del fe-
nilpronanoide, Sin embargo, células de Daucus carota resistentes a
'a p-fluorofenilalanina acupulan fenilalanina pero no muestran incrg
manto an la actividad de PAL ni incremento en la sintesis de los po-
tifennles (137,139). La resistencia al S-netil-triptofano p'ua‘de dar
como resultado un incremento de los nivales dz uriptofano (139 1&1 .

Los 2fzctos fl»oquimicos causados por agentas antibidticos han
sido obtenidos emniricapente y ss diffeil interpretar los resultados
d2 manara signxficativa, o exirapolar a sistemas. alternatxvos. Esto
s2 debe principalmentezal hecho de que las enzimas=1nvolucradas no
nap sido caractzrizadas con respecto a su sfntesis, campaftémentali-
zacidén o sustrato,.

Los datos de la %ahbla 1,10 muesiran las altaraciones Titoquimi-

cas on respuesta 3 varips antibiéticos,
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Tabla 1,10, Efecto de los antibidticos en la sintesis de metabolitos
necundarios,

Antibidtico

Alteracidn fitoquimice

Esnacie

Acido aminoexifenil
pronidnico

Actinomicina D

Actinomicina D an
1a f{noculacién

Actinomicina D a 3
dias de crecimiento

Cloranfenicol

Cicloheximida

Puronicina a 3 dias
de erscinianto

Incremento de
puromicina

Puromicina

Estreptomicina

p=-Fluorofenflalae
nina

Disminuyen las antocla-
ninas

Inhibe la sfntesis da
glucdsidos de flavonoide

Indyce la sintesis de lig
nano 'y de glucésidas de
flavona

Incremento de alcaloides
darivadas del Pfenantreno

Disminuyen alcaloides
Sstimula los alcalaides
Induce nuevos alcaloides
Oisminuyen los alcaloides

Oisminuyen deoxiisoflavana
y hay incremento d2 come
puestes descanocidas

Incremento de alcaloides

Inhibe la sintesis de
codedna

El mismo efecto que con
cicloheximida

Incremento de nafto-
quinanas

Incremento de fendlicos

Daucus carots

Betroselinum
hortense

Vigna ancularis

Viona angulaeis

Papaver somniferum

Nicotiana tabacun

. tabacum
£. somniferum
Glycine max
B. somniferyn
B. somnifepum
Glycine pax

arvthrorhizon

N. tabacum
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CrECTes DEL ESTRES INDUCIDO POR HONGOS EN LA SINTESI: DE ﬂETABOLITDb
"SECUNDARIOS

Se ha demostrado repstidamente qué el"eéf?éé:i” por”hongos

en tejidos de plantas intactas produce la indu 3y acumulacién d=
matabolitos secundarios in vivo llamados fxtoalexinas Algunos de es
tos se nueatran en 1a figura 1.3. Las moléculas quse est;mulan.al me-
tabeolismo secundériolsonlliaﬁadas inductores y son derivadas de han-
gos, Raciantemente, la Iinfiltracidn permitida por el agua muastra

una scunulacidn de alcaloides esteroidales antifdngicos enm Solanum

aviculare (142),

HO
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figura 1.3, Metabolitos producidos en el astréds paor plantas intactas
in vivo en rsspuesta al ataque fungica.



Las glucana: nsurificadas axiraidas da la parsed celular de Phy-

tonhthura mecasnerns var, Soide induce el metabolismo de los fenil-

aoronangidas e incrementa la actividad dea la PAL en cdlulas en suspeq
sién de Glvcine max. Las células también zcumvlan al antibidtico gli
ceolina en rospnussta a 8std glucana fdngica, Similarments, la activi
dad de 1la PAL es estimulada en células 9n suspensidn de Petrosalinum

hortanse v dcer oseudoplatanus tratadas con glucana (143). Esencial-

mente ol mismo efscto es sbservado usando cultivos de Glucine m3x v
glucana de P, megasncrna f, sp, glycinea, adanmds de que se aislé un
pigmento rsjo quinolde relocismado con la glicaalina (144),

La actividad especifica de la PAL es usualmente baja en células
en cultiva, pero se zlava drapdticamerte en respueéta al estrds; sor
ejempla, la eliminaciénlﬁa_nifrato del medio (39). La.gldcana estiny
la la actividad da la QAL;indensndiénteménte de la eliminacidn de ni
trato, Adends, el elevado consumo de nitrato y el crecimisnto calu-
lar son -reducidos o‘bbrados en respuesta a la adicidn exdgena de gly
cana, Las células no tratédas suspenden la sIintesis de¢ la glicsolina
o algun compussto relacionado, pov la eliminucidn del nitrate, £1 ip

ductor procedante de Alternaria carthami inhib2 el alto cansumo de

fosfato por células de Peiroselinum horiense las .cuales primero tis-
nen un incremento en la concantracidn de fosfaté vacuslar v unz dis-
minucidin del fosfato citopldsmico., La rdpida diéminucidn sn al fosfa
to citonldsmico pusde ser significativo en la ragulacidn de lus fo.
niloropanoides (145).

Oixon et al, (145) sstudiaron la induccisn de la enzima mediante
el inductor en cé&lulas en cultivo de Phassalus vulgaris liberando ca

lor de 1a pared celular do Colletotrichun lindenuthianume Tanbidn s

tablecleron que esos productos fingicos inducen varvias enzimas de la



61

ruta do los flavonoides, y gufa la acumulacién de fasaolina,

Un sistama similar opera sn callos ds Canavalia ensiformis y los

r3quarinientos dx enzinas y madicaraina son sintetizadns en raspues-
ta 2 las asburas de Eithnmyces chartarym, Las esporas también indu-
cen a la o;metilﬁransferasa da 1as isoflavonoldes (147). La madicar-

ninz o3 dztoctada en alfalfa en callos inoculados con esnoras dc

phutnnhihoea nsgas~oema (148),
La sintesis de los torpannides también puede ser inducida por el

inductor fungico. Zresk y Sziraki (149) damoetraron‘que‘lééfcéiulas

libre3s do P, infestans provocan la sfintesis de risitina .‘pit_bErlna
en tezjido de Sglanun tuberosum. Helgeson et aly (150) alslaron cap-

sidinl da c2llos de Nicotiana tabacum en resauesta a material de la

nared calular vy esporas de P, naristica var. nlCotianﬂe. Budde y Hel

geson (151) tambidn denostraran que lcs callas de tabaco Lnducidos

poe 2snaras de P, payistica var, nicotiaonas sintetiza 4 diferentes

watabrlitns incluyendo risitina y capsidinl, » ‘
acientensnte, 1a G-metoximeleina ha sido inducida en células en

susn2nsidn de Dauycus carota en raspussta a la infeccidn con Chasto-

niom qlobnsum (152),
Las ecallos da Futa 3;3veo1ens cuando cracen en presencia de hon-
gos sintetizan alcalnides de epéxido de‘acridona con un- incremento

de 19 vecas (153),

Tietjen v Fatarn (154) ‘son prineros. que 1ndu3eron 1neapec£fi

c=a3:te poliscetilénicas en'e \,élul 5 an suspensi5n de

Caribz-us tinchineius usando matariél dsriVado de la pered celular de

Mtzrnar-ia carthani, Los callos de Bidens alba suspenden 13 oroduc-
cifn d7 2lounas apliacetilenps (por ejamplo 1-fenilhepta-1,3,5-tri-

inn) des-uds do 3 afos de subcultivns renetidos an una variedad dz



nadios sintéticos con verios ragimenes horasnales en la luz o en la
ascurldad; aunque estas nroductos quimicos son notgbles en la nlanta
intacta, Se¢ ha detectado un aacenso de d3q/ug de fenilheptatriina/g
da peso frasco d2 hojas en hajas intactas, Sin embargo, los callas
de 2, alba oroducen un incrzmento de E.d/Hg/g de calle de fenilhepta
triina en los flltrados libres de cdlulas del hongo Pythium phani-
dzrmatum (155),

Las fitoalexinas son inducidas sn nueve esnecies de plan*as cul-
tivadas in vitro nor material de parad celular y @spcras d2 verias
hongos que pertenscen a 2 grupes o clases taxondmicas. Alguncs d3 eg
tos astdn ilustrados en la figura 1.4, El inductor activo es sn algy
nos casos uns glucana, La produccidn ds fitoalaxinas representa 580
una parte de una mayor astimulacidn del metabolismo secundario, vy es
te parte pueds ser fdcilmente reconocida porque estos metabolitos
tienen actividad antibidtica, La mayorla de los estudias estdn znfo-
cados # la induccidn de la ruta de los fenilnropanoides y sus enzi-
mas, La menar atencidn 3std destinada 2 otros cambios meiabdlicss vy
binsquinicos causados por el zstrds inducido por hoages en células en
cultivo,

Raclentamente, dos sesquitsrpenoides, pitubarina y plituberol,

han sido inducidos en callos de Nicotiana tabacum inoculados con la

bacteria Pssudomonas solanacearum {156),

38 preva2 que 2] usao de sistemas de cultivo de teaidos para al
sstudio de la interaccisn célula- células y la induccidn dal metabo-
lismo secundario usa2ndo varins inductorss sufra un inportante incra-
msnto en 1los afias venidaros. Una razdn as que las CUlthOS de teji-

dos vegetales son fuentes potancialments valinsas da productos far-
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maciutices deseables y nuevos comouastns bioldgicos, Sin embargo, la
axn:rinncis indlca que relativamente nocos cultivos producen metabo-
litos sz2cundariss 2n perf{odas prolongadas en cantidades comparables
a 113 sintetizadas en la planta intacta. Agui tambieén son estinmulan-
szes las nosibilidades de que las diferentes fracelones de inductnres
firqgicos activen diferentas rutas biesintéticas, o que algun induc-
tor nugda inducir diferentes respuestas 2n difersntes especiss de

nlantas en cultlve.
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Fiqurs 1,4, Matabolitos secundarios prodUCidus an el eatrés por ln-
fzceidn Tingica por célulasien cultivu.";-,



CAPLTULG LI
ALCALOIDES

GENERALIDADES

Los alcaloldes represent2n un2 de las primeras clasas da metabo-
litos secundarios dtiles en sar investigados y tambidn representan
uno de las grandes campos de trabajo an esta drea ds la investigacidn
fitoguimica, Probablemente gl -rimar trabajo mestrando 13 produccidn
de alcaloides en cultivos as 2l de West y Mika en 1957 (4), Ellos dg
mostraron la sintesis de atyonina an callos de rafces de belladona.
Desde entonces hay una gran cantidad de publicaciones que tratan de
la oroduccidn da un grah ndmero de tinos de metabolitos secundarios
y snzimas, incluso el uso de cdlulas vegstales y cultives da tejidos
nara la bhiotransformacidén del almiddn,

Es bien sabido que existen diversas familias de plantas que son
ricas en alcaloides, Por lo que fuernn mismbros de astas familias
(Solanaceae, Apocynaceae, Amaryllidaceae y Leguminosae) los primeros
en sar estudiados in vitvo p2ra determinar si los alcalnides produci

dos en la naturaleza tambidn lo er2n en los cultives y, si as as{,



cuales eran sus niveles, Un vaauman do estos trabajos sa da en la
Tzbhla 2,1

£1 interds por los estudios de los alcaloidss se ha incrementédo
tal vez por 8l descubrimiento de que la amapola sscarlata giganta

{panaver bractsatum) contiene cantidades significativas de tabaina.

La tebaina, al través del proceso de desmetilacidn, es fdcilmente
convertida a cndeira, A diferencia de la simple y eficients convar-
si4n de morfina a ha%oina, la conversidn de tebaina a heroina es nds
diffcil (4),

5@ han encontrado nueves metabnlitgs'sacundarios en los cultivos
de tajidos. Los cultives de Améonia taﬁexnaéhontana Walt y Voacanga
thaunaesii se seleccionaron parva la prnducéidn de alcaloides y una

cena de Cathapanthus roseus G, Don para su actividad antimitdtica,

5e han anlicada mé8todos aproniados nara la seleccidn de plantas
snbrenroductoras y colonias celulares estresadas, como es el"radio
inmuno andlisis" (7T}, Unos cuentos nasos gstratdgicos permiten la
estabilizacidn de células an cultiven produciendo altos rendimientos
4o matabolitos sscundarins, €1 suministro de prscursores y la utili-
zacidn da reguladores del crecimiento a les cultives pueden inflﬁir

fu2artomente an los comportamientos de produccidn,
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Tabla 2,1, Alcaloides producidos e traves de cultivo de tejidos

in yitro.

Alcalotlde

Fyente vagetal

>

Acetonildihidrosanguinarina
Actinidina

Ajmalicina (cavincina)
Acuamicina

Anabasina

Anatabina

Rpoatropina

Atropina (DL-hiosciamina)

Berberina

Cafaina

Camtotecina
Candicina
Alcaloides de ﬂacarbolina
Capaurimina
Catalanceina
Catindina
Cavincidina
Cavincina
Cafalotaxina
Colina
Codeina

Coptisina

Fanavar somniferum

Tecaoma stans

Catharanthus rosaus

€. rgseus

Nicotiana tabacum
N, tabacum

3copnlia parviflgra

Atropa belladonna

Ouboisia myonoroidas

Coptis japonica

Camellia sinensis

Coffea arabica
Camptotheca acuminata

Trichocarsus sazchianus

Peganum harmala

Corydalis pallida
C, rossus

C. roseus

e

1

» IOSEUS

1o

. Ioseus

sphalotaxus hasringtonia

lledicaqo sativa

Panaver somniferum

Coptis dagonica

)




Continuacidn do la Tabla 2.1,

Alcaloide Fuente vegetal
Cuscohigrina Hvocvamus nigepr
Besacetil vindnlina Qatharanthus roseus
Dihidrosanguinarina Papevar sannifarum
Dihidrositsiricina C, rossus

Efedrina Ephedra foliata

E. gerardiana

3lucoalcaloides Solanun xanthacarpum
Haemantanmina Narcissus psoudonapcissus
Harman Phasaolus yulgaris
Harmina Peganum harmala
Harringtonina Cephalotaxus harpingtonia
Hozoharringtonina C. harrinitonia
Homodsoxihareingtonina £, harringtonia
Hidroxi-3wmetoxi-N-metil

acridana Rute graveolens
HidroxieN-petilacridona Ruta graveolsns

Hioacina (escopolamina) Datura stramonium

Duboisia myepornidas
Hyocvamus nigsr

Hiosclamina Duboisia myoparnides

Hyoeyamus npiger
Sconolia acutangula
Scopolia narvifiara

Alcaloides inddlicos €. rosous
Ieonarringtonina C. harringtaonia

Jatcrorricina €antls janonica



Continuvaci4n de la Tabla 2,1,

Alcaloids Fuenta vegsetal
Lancerina Cathapanthus roseus
Laecnsridina C. roseus
Magnoflarina Contils janenica
Mitpafiline €. roseus
Morfina Papaver rhoas
£, somniferum
Narceina B, semnifsacun
Narcotina P. sonaifs=~um
B. rhoss
Nicotina Nicotiana tahacum
Norharman Bhaseolys vulnapis
Norsanguinarina Corvdalis pallida
Macleaya cordata
B, somnifarum
Oxisanguinarina B. somniferum
Palmatina Contis japonica
Papaverina P. somniferum

Perivina (perosina)
Protopina

Reserpina

Rutacridona
Sanguinaeina
Sernentina (alstonina)
Sitsivicina

€. raoseus

Papavey bracteatum

Alstonia constricta

Rauwolfia serpentina

Ruta graveolens

Papavsp gsamniferum
um

€. rosous
€. roseus



Continuacidn ds la Tabla 2,1,
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Alealoida

Fuente vaegetal

Zscitantina
Solamargina
Snlasodina
Snlasonina
Estacidrina
Estilosina
Tecamanina

Tebaina

Trigonalina

fllcaloides derivados del
Tronano

VYaltropina
Vindolina

Yindolinina

Tecoma atans

Splanum acculasatissinum

3. agculeatiasinum

S. xanthocarnuyn

fladicann sativa

Panravar bractzatum

Tzcoma stans

P, bractaatum
B. somniferum
Papavar rhoas

Trigonella foenum~-graccum

Datura inarmis
D, innoxia
Datyra matal

9, mgteloides

i<

0, quercifolia

D. stramonium

Q. tatule
Scaopolia japonica
S. parviflora

Ouboisia myoporcides

Catharanthus roseus

C. rosaus
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Tabla 2,2, Efecto farmacoldgico de algunos alcaloides

Alcaloide Cfacto Fuents vegetal
Anibina Analéptico Aniba duckeai
Aemina Alucindgeno Banistariopsis caagi
Cafeina Estinulante cardidco Ilex naranquarisnsis
Paullinia cupzna
Cantinana Antibidtico Sinaba cusnidata
Cocafna Anastésico local Epuvthraxilon coca
Emetina Emético Cenhaelis isacacuyanha
Esconolamina Antiespasmdédico Datura stranonium
20-eniheineanina Antiespasmddicn Baschiara affinis
Glaciovina Angiolitico Ocotea glazigyii
Guatambuimina Antitunoral Asnidospeyma longinetinlatum
Hiosciamina Antinspasmédico Datura insignis
Leurocristina Antileucémico Catharanthus poseys
S-fistoxitriptamina Alucindgeno Piptadenia peregrina
E-Metoxicavrhodina  Alucindgeno Virola thaiudora
Nicodina Ahtitumoral ragara spo,
Persivina Simpaticelitico Geissgspermum lacve
Pilocarpina histico Pilocaynus jabopandi
quinina Antimaldrico Cinchoha ledgeriana
Quinidina Antifebril C, ladgeriars
Rasaerpina Tranquilizanta Rauywnlfia pentaphylla
Teobromina E£stinuylante cardidco Thaobromn cacag
Toxifsrina fWisculo paralizante Stpvchnos toxifera
Tubocurarina ldsculo paralizante Chondodéndrcn tomentosun
Vincalaeucoblastina Antlleucdmico Catharanthus rosaus
Yoimbina Afpndisidco Asnidnspayma quebeachg.

glanca
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ALCALQIDES DERIVADDS DEL INOGL.

£1 uso de sistomas libres de células de €. rossus para la biosip
t2sis de ajmalicina vy otroi alcaloides derivados del indol, a partir
de la triptamina y de la sacologanina fue descrita por Scott y Lae
(157) y confirmado nor Stoke et al. (4), La estrictocidina asi prody
cida se convierte an 4,21.dihidrocorinanteina y daspuds en cantanami
na. €atos sistemas tambidn han permitids clarificar el panel de la
estrictosidina y la vincncidina sn la binsintesis de los alcaloides
derivados dal indnl, Se determind que la geisasguicina as un intermg
diavin en la blosintesis de la ajmalicina, y que adends representa
una ruta alterna a la via de la catenamina para ia sintesis de ajma-
licinae; aungue la catenamina tiens la misma astsrcoguimica en el car
bono 19 que la soniajmalicina, su estersoquimica 2n el carbono 19 es
onuesta 2 1a d2 la ajmalicina y a la de la tetrahidroastonina, esto
sugiers dque on la sintesis de astos dos dltimos comouestos estd inva
lucrada la catenanina (4).

32 ha ectudiado la distribucidn de la sstrictocidina sintasa y
s2 ha dempastirado que cstd prasente en los cultivos de 15 miembros de
la familia Apocinaceas, L2 enzina so purificd de extractos da célue
las en susnonsidn de £, roseus,

Scott et al. (137) en 1979 examinaron la produccidn de alcaloidas
an cultivos d2 c4lulas en suspencidn de G, roseus que era resistenta
3l S-metilirintofano, esta linca sobreprodujo “riptofano y trintani-
na, naro no acunuld ajmalicina la cual sin embarga, si zs detectable
an un2 !lnea sonsible, La antranilatn sinmtasa de la linsa pesistente
fue menos a3 ible 2 la inhibicidn por triptofann que la enzima de
1a 1{nsa sensible. Schalenberg y Boriin (158) tembiién examinaron la

rosistencla al S-metiltriptofano en lineas celularas de C. roseus;



las lineas pasistantas mostraron una mapcade elevacidn de las nive-
les do triptofano pero no 82 correlacionaran con los niveles de ser-
pentina acumulada por los cultives, la mntranilato sintatasa tanto
de células sensibles como de las cdlulas pesistentes fueron igualmen
te sansibles al triptofano (4},

En afios recientes sz han logrado considervables triunfos en el ip

cremento del cantenido de alealaides .en cdlulas dz2 C, rgsous en cul-

tivos en auspensidn medizante 12 selsccidén de cepas altanente produc-
toras vy la variacidn de alqunos componentes del madio nutricional.
3in embargo, noca atencidn se ha dado = ios protlemas tecnoldgicoc
cnn vesnecto 2 los 2sasctos flaloligicos, Aqul sz oxpondrdn 2lgunos
rasultados concernientes a difaerentes pasos para la mejnra de la prg
duccisn de alcaloides por cdlulas en susnensifn dz £, rosaus,

Las células en susnensidn de C, roseus son cultivzdes an el me-
dic do Gamborg sunlenentado con 4.7ﬁm de 2,4-3 y 0, Za/uh de cinetina
y so usa un fermentader d2 3.5 1. para cultivos an batch (27° C 2gi-
tacidn de 90 rom, 0,03-0,45 vaol, de ajre por minuta, disolucidn mi-
nima de ax{gano 2 pom). Los exnarimentos son llavados: a caba an un
reactor de flujo continuo en el cual las células en susDensidn son
retenidas v senaradas del cfluanta par. gravadad, L& limitacidn del
crecimiento es obtenide por el 2,4-0 omitido en el medio.

58 ha renortado previamsnte que durants el cultivo en batch,:;l
cantenido de alcaloides d2 las células alcanza un valor mdximdo cuan-
do ocurre la fasa astacionaria,

En =1 medio, las concentracionss de alcaloidss remanentes son bz
jas y sc obserwa un tiempo de vetardamiento por la formacidn de trig
tanina v serpantina, Los niveles de alcaloides son depesndientes dal

pH del cultiva (158),
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a) 5-adenosil-L-metionina: dcido logdnico,
b) Trintofano descarboxilasa,
¢) Zstrictosidine sintetasa,

) /g-glucosidasa.

Figqura 2,1, BiosiIntesis de ajmalicina a partir del dcido logdnico
y de la geisosquicina,
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Usando un cultivo de C. rosous se obtuvo una gran cantidad (12g)

de extracto cruds de alczloides tanto dEI'taJidu:como del medio. Le

CTL muestra que contiasne mds de 50 alcéloidaa diferentes, Trece alca

lnides se purificaron en suficiente cantidad pava permitir sy andli-

sis extructural (160).

Cstos alcaloides se pueden clasificar en 4 tipos (Tabla 2,3).

Seis de sllos (I a VI) se sabe que estdn presentse en la planta édqi

ta, Otra, la tabersonina (VII) se encantrd solaments en las samillas,

otros tres (de VIII a X) se sabe que son compuestos natUralagvdero;_

jue nunca sg axtrajeron de plantas do C.

rosaus,

Y

81 &I y X1I nunca’

as describieron come compuestos natyrales, paro se obbtuvizran o

sfntesis, sl KXI1II nunca se describid ni como compuesto natutalgni co

mo comnuestn sintdtico,

Js esta manera 2sta cepa pusde biosintatizap y 2lmacenar nusvos

alcalaides vy

narticularmente algunos darivados que se caracterizan

a3+ un residuo de triptamina hidroxilado (163).

Tabla 2.3. Alealoides extraidos de cultivos en suspensidn de C. roseus

ALCALD IDCS

MEMD0 DI IOENTIFICACIDN

A jmalicina TLC, Y, I7, 7ml, °m, #S I
Mitrafilina Uy, I, M3 i1
Tetrahidroalstonina TLe, LV, M3, ROl I1L
Vallesiarotamina M, WY, B3 i3]
Isnvallsesiacatamina ]RN, UV, M3 v
Isositsiricina I™N, LV, M3 Vi
Tabarsonina NN, OV, M3, TLC, PM, IR iz
Epi-3-ajmalicina &N, LY, M3, TLC, P, IR VILI
Desaeatilakuamilina RAN, UV, Ms, TLC, PM, IR X
Dihidrocondilocamnina RMN, UV, M3 s
7-Hideoxi {ndolenin

ajmalicina MM, WV, M3, IR Al
psaudnindoxilajmalicina RON, UY, M3, TLC, PM, IR XII
Hidroxi desacetil
akuarilina aeN, I3, M3 111
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5a33e at al, (162) observaron que axlistla una corrélécidh entre
12 fuente del tejido y la produccidn de matabolitua 8n’ cultivos ‘de

células de Peganum harmala, Las investigac;nnes con Cathatanthua ra-

seus, tanto con ho jas como com meristemas ravslaron;que 18 ;intaais
‘y ia acumulacidn de alcaloides an los cultiyod d§ céidlas'difarian
signifirativamente, ‘

Tanto durants 1la formacidn de callos afpértir‘deiioq‘tejldos co-~
mo durznt2 los subcultivas, las diferénbias én épayLGAEfa-puaden'sar
notorias y pueden reflejar difarencias. en la capacidad de sintetizar

y acunular nroductos socundarios (Tabla 2, 4)

Las variaciones en la formacidn de los diferantos ddcf&$ ﬁor
198 cultivags ds tejides es, par suauasta g ‘7 -

La variacidn en 1le formacidn de productaa aacundarlns ‘8n’ cé‘ulas
an cultivo pusde ser indu»ida nore mutagénesis, por hibrldacidn somd -
tica y nor tranzfgrmacidn. Células ds Q._ngggg han :Ldo-irradladaa
can rayas X y sa abiuvo una‘iinaa celular que nrodujn 2 de sernont}
na, un aumentogs;gnificgtiVO comparado'con el cultivo original,

Se espara qhé]ia hutagénésla con célules haploides amplie la va-
riodad y la caﬁp}dﬁd d2 nroductos mucho mds efectivamente.

La hihridadidﬁ;sqmatica a travéds dz la fusidn de protoplastas pg
dria dap nfigsn.é.una syna de las capacidades biosint4ticas paﬁernas
a danendiendo de ia abarracidn cromosdmica, la sogregacidn y el pa;
trdn de hsrencia a una disminucidn deo la suma totel de las c;paeida-
425 de las nlantas padres (161), |

La lase a3ra una snleccidn exitosa de 1ineas celulapes altamente

neadustoras da metabol'tos se:undarios es 1a heterogensidad de las

¢4lulas jus 1n constxtuyan. -

Para la eat3b1lizacién da 1a9 lineas cslulares se requiere de un
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numero de subcultivos acompafados por orocedimientos selactivas,

Los resultedos de un andlisis de 76 clones mostravon nerfiles si

milares en los.alcalaides,

£1 grado d= variacidn se volvid mds ana-

rsnfe‘cuando 3*‘d55pard con perfiles de alcaloides obtenidos anteringp

nnnte con varios cienta- de células derivadas caai todas ds Catha-

ranthus, La dlfarancia entre- los dos gruncs

da narpfiles de alealoi-

des fue 30rnrendants. Se compard una cifra de las 1lfneas cslulares

que orodician alcaloides y la combinacidn ds alcalsides agrunadss en

ditaventes tipos de alcaloides semejantes {Corynanthe-, Strychnoz-,

Aspidasaeema), 1z veriacidn con clonas de vna hoja fue baja compara-

da con la encontrada de las derivadas del

naterial de difsrenteas

nlantas, Zsta abservacidn servird do ano/o nava arirmar que 1a varxc

cidn en varios subcultives dz callos de. un. gran ndnero de plantas ‘85

avedaminantemznte una exaresidn de 12 n“tEngBHSLdad de 15 poblncl’

de las nlantas donadoras, y no lo es ‘de los cul iVna in qu:o-(1a1).

Tabla 2,4, Lfneas celulares d2 alta produccidn de metzbolitss secune
darios ahtenidas nor s2laccirn de callos subcultivadns,

Esnecie Products Rendiniento (i psso seca)
fiorinda citrifolia Antragquinonas 0.310
Panaver sanniferum Alcalnidas 5.600
Coffea ayabica Cafelna 1.800
Hysscvamus niqger £sconslamina 0.002
Dinscorea dgltsidea Dinsgenina 1.500
Panax ginseng Ginsangdsido 27.000
Hyoscvamus niaer Hinsciamina 0.020
Micatiana tabacum fico tina 0.290
flzcleava microcayna Protopina 8,420
Cnlous Slumei Ac. rosmarinico 15,000
Nicokiana tabanunm Ubiquinona 0,200
Ammi visnana Visnaqgine 2,310
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Se ha emoaleado dcidn cedmico, yoduro de notasio y el reactivo de
Dragendorff nara identificar a las células que pudiesen acumular 3l-
caloidas en tejidos frescos de §. rosaus, £stas células muestran un
excrso de fluorescencia primaris vy de acumulacidn de colovantes vita
les y linidos indicadores con ressectn a otras células y exhiben una
roaaccidn nds intensa que otras célulaa, Las pruebqs en fejidns'fres-
cos nueden nermitir identificar las posibles dife.{eng:‘ias cuali y
cuantitativas en el contenido de alqaluiaas ehtvéiié;bdrcidn aérea
y cubterednea de la planta, Estos estudiosrmuésfran gue los alcaloi-
des estgn desigualmente distribuidos‘en las cédlulas y en los drganos
de la nlanta vy nuecen sey detectados micvoscdpicamante en células es
aecislizadas del parénquima (163),

52 han aislado vacuolas de diferentes cdlulas en cultivos y sa
ha determinado el mecanismo de tvansrorte para los alcaldides a tra-
vés de la nembrana tonopldsmica, as{ como la compartamentalizacidn
de enzimas y nroductos dentro de las células, Le serpentina, el ma-
yov alcaloide en C. roSsus, se encuentrae localizado dentro de la va-
cunla, dos enzimas claves de la ruta de los alcaloides derivacdos del
inZol, la estrictosidina sintasa y una glucosidasa especifica, se en
cuantran en el citosol, £1 transporte de alcaloides dentro del espa-
cio vacuolar estd caracterizado coro un mecanismo active y por lo
tanto que requisre de energia, el cual es sensible 2 la temperatura
y al oH del medio y es estimulado por K* y Ngz+, y a3 inhibido por

2t

la N,N'-dicicaohexilcarbodiimida y Cu®', La acumulécidn de alcalni-

des dentro de las vacuilas es cnntrarunagradiante de concentracidn
(164). ‘
Zn otras investigaciones se ha wisto que el alcaloide do Rauwal-

fia, la ejmalicina, puede usarse en el trvatamiento de enfermedades
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circulatorias, esnecialmente en lo que se refiere a'la~ubstrupcidn
del flujo sanguineo cerebral. En cnmbinahidn cdn offo’alcaIOide de
Rauwolfia, la reserpina, es usada para aumentar la prssidn arterizl,
Anualmente se aislan 3500 Kg ds ajmaliclna de fuentes naturales para
v3o terapéutico aen sl tratamiento ds algunas enfermedades. Los datus
sobre ajmalicina han estabiecido que se encusntra como un producto
natural en 20 especises de los géneros Rauwolfia, 4 de Catharanthus,

dos de Mitragvne y an Pausinvstalia vohimbe v Stamcadenia obovata,

para nrondsitos industriales la ajmalicina es extraf{da de raices de
auwolfia, Sin embargo, se nuede prenérar del alcaloide serpontina
por raduccidn con BHZ.

£En las raices en rdnido crecimiento de Catharanthus roscus se en

cuentran pequedas cantidades de ajmélicina pero ss8 producen grandes
cantidades de serpentina, E£ste compuesta primero se 3isla y después
g3 converticn en ajmalicina, Le biosintesis de ajmalicina y serpenti
na fue alucidade nediante estudios de incorroracidn de isdtopos usan

do nlantas de C. rgseus, La secuencia biosintética se muestra en lz

Figura 2,2 e involucra la condensacidn de la triptamine con la seco-
loganina para dar el vinedsido el cual es subsecusntemente, en diver
sns pasng transformado a ajmalicina y finalmente oxidado a savpenti-

na (165).

Los cultivos en suspensidn de Stemmadenia tomentosa sintetizan

en condicinnes normales de crecimiente los alcalsides derivados del
indol: (-)-tabersonina, (-)-minovineidina, (+)-conoflorina (voafili-
na), condilocarnina, (+)-tutotaimina (dihidrecondilocarpina), (-)-nor
fluorocurarina (vincamina), (-)-vineevina y (-)-coronaridina, Estos

alcaloides pertenecen a las tres diferentes clases de alcaloides;
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fsnidosnerma, Strychnos e Ibooa, Por el contraris, los cultives de

Vnacanga africana produce un solo grupa ‘de-alcaloides representado

nor la (-)-tabersonina, la locneritihémy la (-);minovincinina (168).

ESTRICTOS IO INA
(ISOVINCOSIDO)

Figura 2.2, S5gcuencia bipsintética para la formacidn de sernentie.
na en otantas de Catharanthus rossus,
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Sa ha determinado que la sacarosa es mejop fuente de carbono qua
la glucosa v la fructoba”pura gl crecimiento de las células y para
la produccidn de alcalaides ds cornezuelo ds centenn an cultives en
susnensidn de Evolvulus, La sacarosa a altas cancantpacionas‘es un
factse limitante en la produccidn de alcaloides, Los cambios progrg
sivos an la actividad de la triptofano sintetasa, la enzimé clave an
la nroduccidn da teiptofano, sl cual se conace as ptecursor de los
alcaloidss del cornezusls de cénteno, se han examinadﬁ con diferen-
tes concentracionss ds sacarosa (167). . |

Los alcaloicas del cornezuelo de cantenn son campuestos farmaco-
16gicaments actives, constituyentes da la esclerotia de va}ias'eSpe-
cies del honga Clavicens, La sintesis d2 astss cdmpuastos involucrs
la binsi{ntssis del aminodcido tyintoann, una unidn iéopranoide an
la forma de dimetilalil nipofosfato derivado del dcido mevaldnice vy
un gruno metil suministpado por la metionina, S5e han aislado giver-

sas anzimas involucradas en esta bissintesis (168),
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ALCALD IDES COM ACCION ANTINEOPLASICA,

£n la hisqueda ds los alealoides derivados del indol, especifica
marlte las alcalsides con actividad antileucédmica en cultivpa §§;Eej1
44z se pajuiers una seleccidn de varias cepas basadas en considera-
ciones gquinistaxondmicas. ., roseus se ha convertido en la especie
araferida 2n la mayrria de los laboratorios para 1la formacidn de ca-

1los, 38 han estudiads las gspecies rzlacionadas con g,‘roseus{ Vin-

cz ainor v catharanthus gvalis, estc dltima aueatya un mavor conte-

nidn de alcalsidas que C, w»nsous (151),

\

hacnt astudinsg zabe2 oteos agantes antileucdnicos en cul-

FERRE:L

tivos de Camptotheca acuminata del zual =2 aicld e identificd &l al-

calnide camntotacina. Trabajos mds vecientes han demsstipado la pre-
zuncia de srincinies »ctivos antileucédmicos en Croton Linlium, Su-

nharhic ast'n, fovienes buchananil v faytsnus ovatus (4).

{1 trabije con anzrtes antilurorzles de nlantas =z¢ casi idéntiep
al trabajo con =zcentes antileucdmicns, Wall establecid que los axx

trantne de Camatothaca acuminata avan activos contpra patas Walker-2535

ean carcinnsurcoma, 52 ha damostrado 13 neoduccidn de camptotecina

en cultivos de célulaa en exiractos dt Eunhorbia esula contra serco-

=2 119, carcinosarcoma de Walker y carcinoma de pulmdn de Lewis (4),
Trabrjos =psvios del mizro grupo con talicarpina del prado pévyoura,

21lofantina v elefantonina de £lenhantonus elatus, vitaferina A de

ianitiys mpboyssesns, solamarina de Solanum dulcamaya vy tetrandrina

12 Gtsnhania hernandifolia v a1l tvabajo del grupo Lilly con vinceley

catlaz®ina, lauresirz, lauypscristina, leurasidina, leuroszivina y ro-

vidina d» Catharanthus yossus han demastrado gue el campo de los me=

tabolitos secundsrios obtenidns de células en cultive pueden tener
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un ngran potencial,
Delfel y Rothfus han demostrado vreciesntemente que la cefalotaxi-
na y sus ésteves antiyumOrﬁles>(hafringtanina, isoharringtonina v ho

moharringtonina) son’pfoducidbs por tultivos de Caphalotaxus harrinc-

tonia., Como estae arboi @s de crecimiento lento vy ¢l suministyo dispg
nible se estd agotando, el valor potencial de producivrlos por medio
de cultivos de tejidos esta aumentado y lo que as adn mejor se ha dg

tectado un nuavo slcaloids en el medlo, la homodeoxiharringtonina(4).

Tabla 2.5. Produccign de agentes antineonldsicos nor CTV y regulado-

res del crecimiento que indujeran los callos.

€snecie Agante antineonldsico Fitohormanas (my/1)
Baccharis mecapptamica Bacarina Kin 1, 2,4.D ibb.S
Brucea antidysenterica B8ruceantina Kin 1, 2,40 .
Caesalninia gilliesii Cesalina Kin 1, 2,8-D
Cenhalotaxus Harringtanina ;7

harringtoniz

Homoharringtonina

Heliotronium indicum Indicina-%N-gxido Kin
Kin
gchrosia moorei Elioticina
9-metoxielipticina Kin.
Putterlickia verrucosa Maytensina Kin
Thalictrum dasvcaroum Talicaraina Kin
Irioteryoiun wilfordii Trintolido Kin
Tripdiolidn Kin 1, ANA 1.0
Kin 1, ANA  10.0

Kin =
ANA =

cinetina

dcido naftalenacdtico

2,4-D= dcido 2,4.dicloro acético
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ALCALOIDES DEATIVADOS DE LA FENANTRIDINA.

Los cultivos en suspensidn de Eschschaltzia californica acumulan

las formas dihidro de 1los alcaloides derivados de la fenantridina,
l1a sanquinarina, la quelirrubina, 1a macarpine y la quelevitrins,
los cuales se sabe que son constituyentes de la planta Eschscholtzia,
Se ha-establecido que bajo condiclones experimentales la dihidroque-
lirrubina es el orincipal constituvente de las células en cultivo,
los rendimientos osnecificos de alecaloides vayfan de 0.0 a 1.7% en
tase a oeso seco denendiendo de las condiciones del medio, E)l eleva-
dn rendiriento especifico es de 1.5 mg/g en peso seco § 13 mg/l en
el medio de crecimisnto B, Después se transfieren las células al mg
dio de induccidn IN2 incrementando la acumulacidn a 17 mg/g an pese
secn v 146 mg/1. €1 medio de induccidn contiene niveles elevados de
sacarpsa, niveles bajos de foafntb y estd . desprovisto de fitohormo-
nas, £l efecta de difeventes cbhdibidnes'de"los medios en la biesin-
tosis de fendlicos;ea diferenté‘a los establecidns para los alcaloi-

des (189),

ALCALDIDES MORFINICOS,

£l oplo de amapola, Panaver somniferum L., es una planta medici-

nal imrortonte, la cual contiene alcaloides de morfina tales como la
morfina, 12 codeina y la tsbaina, Recisntemente, varios investigedo-
v23 han examinado los callos de P. somnifsrum para l1a produccidn de

estns alcalaides, 5e ha repovrtado que los tres alcaloides se sintetj
zan en cultivos en suspensidn. Kamo et al. (170) identificavon tebaf
n: y codeina en calios no diferenciados, pevo le morfina existe sdlo

en brotes diferenciados, Tam et al. (171) identificarun a la codeina
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en cultivos en susnensidn oero no 2 la morfina y & la tebaina, En ex
nerinentos da biotvansformacidn uysando reticulina 8S se conflrmd que
lns tejidos de callos eran deficientes en la capacldad de sintetizar
alcalnides marfinicos, Da estos resultados se sugivid que la cabaci-
dad de binsfntesis ds los alcaloides morfinicos podria estar relacig
nada con el grado de diferenciacidn de los cultives, De ahi, gue se
reports la relacidn entre la pestauraciZn de le capscidad de produ-
cir alcaloides morfinicos v el grado de rediferenciacidn. Para demos
trar esta hipdtesis se cultivavon callos albinocs los cuales se sepa-
ravon por subcultiva en el medio disminuyende la cantidad de aﬁxina.
Los callos verdes y el tejida rediferenciado se desarrollavon a par-
tir da callos albinos en un medio bajo 1z luz a 4000 lux, a 15-20°C,

Los alcaloides morfinicos se obtuviaron de acuerda al estudin ap
teriar, La fraccidn de alcaloidss morfinicas obtenida, se usd rara
el andlisis en: TLC (cromatografia en canz fina), £IR (Electroinmuno
andlisis) y GLC (cromatografia Gas-LIquido), la fraccldén fue noste-
riormente purificada nor cromatografia en columna de sflica gal,

£l contenido de alcaloides morffnicos en tejidos en cultive se
determing e identificd por los métodos mencionados, El ensays inmuno
enzimdtico se usd pava determinar pequefias cantidades de alcaloides
en los tejidos payvcialmente diferenciados, E£1 ensayo sistémico de
fnit Opiate usado es canaz de medie hasta 9,5 a 5/#g/ml de morfina
(172).

Poy otro lade también se2 ha investigada la canzcidad ds sintesis
de alcaloides en cultivos de B, somniferur, Los cellos, los deriva-
dos meristemoides, las rafces rediferenciadas y los brotss rediferen

ciados, crecldos en medios que no contienen aminodcidos y contienen



rejuladores del crecimiento tanto naturales como sintéticos (AIR a

issnenteniladenina) y (cinetina, ANA y 2,4-D) analizedos en sus con-

tenidos de tebaina, codeina y morfina, Los callos producsn tebaina y
con ciertos veguladores del crecimiento o sus combinaciones, también
producen codeina, Los derivados meristemoides, y las rafces sinteti-
zan sdlo tabaina,‘migntraS‘qUE‘los brotes rediferenciados sintetizan
tanto morfina como tebaina'y codeina., Estos estudios enfatizan la
imnortancia del nivel o grado de difsrenciacidn de 1a célula para la
sintesis de los alcaloides en la ruta de los morfindceos (173).

Se han inmovilizado cdlulas de Panaver scmnifarum sn alginato de

calcio, donde contindan vivas, con su activicad bioldgica por seis
meses, La inmovilizacidn de las cdlulas vivas preforma la biotrans-
formacidn de (-)-codeinona a2 (-)-codeina en matraces sn agitecion y
an cnlumnzs biorpreactoras, La capacidad de biotransformacidn en los
matraces en agitacidn (70,4%) es mayor que en-las células en suspen-
sidn (60,87%). Aderds, el 38% de 1a codeina convertida es excretada al
medio. La columna biorreactora s funcional por 30 dias an condicio-

nes dotimas (20°C, en aersacidn) y su eficiencla es del 41.9% (174),
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CODETININA : CODEINA

5e han establecidn cultivos en suspensidn, cultivos en suspensidn

de raicas y cultives en suspensidn conteniendo embriones y brotes de
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panavar bracteatum, E1 andlisis de alcalnoides usondo cromatografis

de capa fina y cramatografia liquida de fase reversa de alta presl
(HPLC) detectd la presencia de tebaine (0.007%) en los cultivos co
hvotes, La criptonina es aislada e identificeds por Su espectro d&

masa (175).
ALCALOIDES DERIVADDS DE LA /Q-CRRBOLINA

Los' cultivos de Peqganum haymala craeciendo en vwn medio para fora

mar vafces acumulan metabolitos secundarios cuando el contenido de
auxina del medio es reducidn, Los metabolitos secundapios incluven
alcaloides, lignina y un picmento rojo. Los alcaloides apavecen en
las raicillas., Las fuentes de nitrdgeno, Fe, carbono y energla son
gsenciales para la sintesis de los alcaloides; otros nutrientes san
necesarios para su expresidn mdxima, E) fosfeto lihre del medio esti
mula la formacidn del metabolito secundario el cuel limita el creci-
miento y la morfogénesis, La luz aumenta el contenido de los alcaloi
des de la dihidro-/3-carbolina relative a los derivcdos zrondticas

nero no altera la acumilacidn total de alcaloides {176).

ALCALOIDES DERIVADDS DE LAS PURINAS.

La oroduccidn de los dos alcaloides derivados de l1as purinas, la
teobromina vy la cafeina han sido estudiadns en cultivos en suSpensidn
de Coffea arabicz, La mdxima velocidad de fovracidn es en la fase ex
ponencial del creciniento, La velocidad de metilacidn y la potencia
de biotransformacidn de la teobromina a tebaina, es mayoe durante la

fasa log (177},
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ALCAWD IDES DERIUADOS’DE'LA BENZILISUOUINOLINR"

Cootis faponica Makino contiene unavgrdn cantidad de alcaloides

da benzilisoquinolina: la berberina (I), lalcoptisina (11), la palma
tina (III) y la jateoryicina (IV) en sus rizomas, Tiene gran canti.
dad de T (5-10% en peso seca) en el rizoma, sin embargb, estas plan-
tas no nuaden ser utilizadas comercialmente para preparar bevberins,
un antiséntico intestinal, porque el crecimiento es lento ya que se
roquiere mds de 5 afios de cultivo para obtensr un peguefic rizoma que
pesa sdlo 2 g en neso secn, Aunqua se ha intentudo poe varios inves-
tigadnres janoneses praducir I poy cultivos en suspensidn o en callo
de C. japonica, se ha tenido dificultad en mejorar la velocidad de
cracimiento.

Los callas iniciados de botones florales de Contis japonica Maki

no var. dissecta en medio de agar de Linsmaier-5kooq conteniende 100
/MW da ANA y 1/AM de BA fueron transferidos a medios en suspensidn
enn agitacidn recfnroco 2 una velodidad de 100 giros/min, a 25°C en
la gscuridad y subcultivados a intervalos de 2-4 semanas durante 4
afins,

£1 andlisis cuantitativo de los alcaloides en ol cultivo fue hs-
¢ho nor HPLC o.por cromatngraffa en capa fina,

Se aislaron cuatro alcaloides cuaternarios de los cultivos en
susnensidn e identificados como I, II, III y IV (PM, TLC, UV, IR,
m3)., Las Tablas 2,6 y 2,7 muestran el tiempo de produccidn de alca-
loides durante el ciclo de creciniento celular y el sfecto de las ci
tocininas,

La sintesis de los alcaloides se inicia en la fase temprana del

erecimicnto exponancial y se mantiene an forma casi paralela con el
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cracimiento celular hasti llegar a un mdximo en la fase estacianaria.
Los alcaloides extraidos de las células para este estadio consisten
de 1 (60%), IT (5%), ITI (108) y IV (25%), Las velocidades de produg
cidn son estimadas en 50 mg y 84 mg/1/dfa para I y los alcaloides tg
tales yespectivamente,

Aungue 85 frecusnte determinay que el contenido de los metaboli-
tos secundarios en células en suspensidn tiende a disminuir durante
1os sucesivos subcultivos, esta cena particular de Loptis retiene su
alta capacidad a lo largo del periddo de 3 afios de estudio del cul-
tivo,

Entre varias combinaciones de citocinines (BA, cinetina) y auxi-
nas (2,4-0, AIA, AIB y ANA) se §robd que la BA (1/Uﬂd 0.1/uﬂ) y ANA
(100/um) son mds favorables para ol crecimiento y la produccidn de
alcalnides, Sin embargs, una alta concentrocidn de BA (10/Am) causa
uns disminucidn significativa en el contenido de LIL y TV sin afec-
tar l2 produccidn de I y II, Un efecto similar se observa cuando se
adiciona cinetipa al medio a una alta concentracidn (1D/MM). Estos
rosultados sugisren que el paterdn de alcaloides de las células de
Contis oueden sep modificados por ajuste de la combinacidn y concen-

tracidn de los fitorreguladores empleadas (178).

Tabla 2.6, Contenido de alcalnides (& peso setn) en cultivos en sus-
nensign de Contis a diferentes generaciones.

Alcaloides Tiempo despuds de iniciado el cultivo liquido,
(Mesnes) 24 33 39
Berberina 5.1 6,1 7.4
Contisina 1.1 1.0 1.0
palmatina 0.9 0.4 3.1

Jateorricina 1.2 0.6 3.5
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Tabla 2,7, Efecto de las citocininas en ol crecimienta y en la pro-
duceidn-de alcaloides en cultivns do Contis,

Canc, citncinina

Crecimionto

Cant., de alcaloidas (i neso seca)

(pn) {(ng peso seco) I II ITI IV
Minquna 203 4,5 0,20 - 2.40 2.10
B 0.1 ' 366 6,3 0,96 1,99 2,49

1.0 380 7.4 1,200 1,000 1.20
Mmoo M7 6.3 . 0,89 0.36  0.38
Cinetina 0,1 23500 U5.3 0,39 2,20 2,30
1,00 0 .2530 0056 0,38 2,40 1,90
0.0 7.6 1,00 1,30 1.40

356
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ALCALOIDES DERIVADDS -DE. LA QUfNQLINA.

Se ha estudiado 1la prapagacidn de'hdjas,'raices y cultivos en

susnensidn de Cinchona. ledqeriana y‘Cinchona succirubra (Rubliacecae)
nara la nroduccidn d§ quihihé‘y qﬁinidina. Los cultivos de grganos
de hojas son crecidos y subcultivados en el msdio M-S suplementeds
con B8Ay 1los cultivos derivados dae raices son crecidos en_elbmiémo
medio sunlementado con 2,4-0 y BA, En base a peso secé. los cdltivos
derivados de hojas de £, ladaeriana contianen 0,035 defquinina y
0.05% de quiniding v los de C, suczirybra contienen 0,04, dé quini-
na vy quinidina nor igual, La guinina y la quinidina son detsctadas
en los cultivas en suspensidn o en cultivos derivados de raices
(179).

£n relacidn con los estudios de produccidn dz alcaloides en cdly
123 vy cultivos do tejidos d: Cinchona, se ha desarrollads un mdtnda
nara el andlisis cuantitativn de los alcaloides de quinolina, En un
renorte previo se describid el andlisis da los alcalaides de Cincho-
na nor medicidn ds la fase nprmal de HPLC, Sip embalgo, uno de los
sistemas no es capaz de sepnarar la mayoria do alcaloides, que se an-
cuentran en forna natural nara los alcaloides de quinolina: cinconi.
na, cincenidina, quinina, yuinidina y sus dihidro deerivados (137).

Se ha desarrollado und tédenica de RIA para la determinacidn ds
quinina en el ordun de los pnicog-amos. E1 antisuero, contra un conjy
gadn de quinina y un suero do albumina bavina, es altamonte esneci-
fico nara los alcaloidas da_éuinolina de Cinchyna teniendo la confi-
guracidn B8S y no tiena reaccidn cruzada con }la quinona o cinconidi-
nona, Usando este ensayo en clonas de €, lednariana se detsrming con

mds exactitud al cantenido de quinina (131),
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ALCALOIDES DERIVADOS DE LA QUINOLICIDINA,

52 han analizado por Cromatografia Gas-Liquido de alta résoiu-
cifn los patrones de alcaloides de quinolicidina aﬁ cﬁltivos.de 10
e3naciss de Fabacsas y comparado can los nivelé; ﬂq‘élbaioldas de
las nlantas rasnactivas, ‘ PR

L2 lusanina as nroducida en 10 cult lVQS en susnensidn y s acnm-
na¥ada en algunas especies noy los ésteres de eSparte{na, de tetrahi
drorombifolina, de 17-oxosparteina, de 17-ox01upan1na y de 13-hidvo-
xilunanina comn alcaloides menores. 3a han obtsnido patrones de alca

loides de diferentes plantas en las que las alcaloides de ~pirido-

na snn los alcaloides mayores en los gdneros Cytisus, Genista, Labur-

num v 3o-~hor? pero na 98 acumulan en los cultives (182),

ALCALOIDES DERIVADOS DEL TROPANO,

Los alcalaides derivados del tropano constituyen un grupo distip
to de metabolitos secundarios producidos pgor la familia Solanaceaze,
La isacianina y la ascopolamina, las mds importantes méﬁicamente, L1}
han usads coma espasmoliticos y anéstésicna. La formacidn de estos
2lcalnidas del tropans an cdlulas en cultivo de Solanaceas se ha es-
tudiade abundantemente, pero los contenidos de alecalojdes reportadas
genaralnente han sido mucho menorss-qua los de las plantas madros,

Las zegmentos de hoja esterilizados de Atropa belladona, Datura

ghramnnium, Dubsisia laichardtii, D, myororoides y fHyascyamus pijer

tsdas =1128 Solanacezes, contienen hilosciamina y a2scopelamina, Los
t4llas d= astos tzjidns se obtuvieyon inoculando en un medis de Lins

maior-5%03g (Medio da ague L+3) gue contenia 5¢10°% n ¢ 5x1075 [ de
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de ANA v 5X1D'6‘ﬂ'd8 BA con 3 de sacayosa, Dequ§5~ds la'inducuidn

de 1ns calles, ‘Atropa, Datura y Hyoscyamus ss transfirievan a un ms-
' -5

dio L-5 que contenfa 1075 @ de ANA y 5.X 1075 1 de 8A. Los callos se
mantuviefon'ahiéétﬁé medins subcultivandose durante 3 d 4 semanas b2
jo luz a 22°C, -

Los alcalonides 3z axtrajevon y se purificaron despuds sa 1llavs a
cabo una cromatografia gas<lfquido (GLC), la fase estacionaria ysada
fus siliedn al 2% 0V-1 posteriormente ss lavd con 4cids y se trats
con silane an Chromosorb W, el detector fue FID ¢ FTD, Los alcaloi-
des se identificaron noe GC-i13 a una ensrgia lonizante de 20 eV d 70
sV, Mo hubo distinciin antre la 1-hiosciamina y 1la atropina (d,1-hiog
ciamina).

Do las 5 especies de 5aolanaceass usadas, s5lo unos cuantas ca-
llos de llyoscvamys dieron una prueba fuzetemants nasitiva cen el
rz2activo de Dragendorff, Ninguno de los callas ds las oteas 4 espe-
cies disron una nrueba confiablemente sositiva, adn cuande sz usaron
varias concentraciones de ANA o sacarasa., £1 coeficiente de correla-
cidn para ol contenido de hinsciamina y el valoy de absoecidn a 520
nm nara los extractos ceudos de células colovrasadas en cada agregadn
celular d2 Hysscyamus fue significativamente alto (r20,51). 5dlo una
1insa, la H15, se obtuvo ds anroximadanente 70 callvs, Paquafas caln
nias derivadas de ssta linea mostravon rasultades fuertemente posi-
tivos v casl uniformes con el reactive, La praduccidn de hicsciamina
y esconolamina sa confipmd en la 1insa H1S5, 5us cdlulas cantonfan d=
n.01 a 0.037% de hissciamina en base 3 peso ssco vy de 0,002 a 0.905;
de escomalamina cuando s8 cultivd en un matraz de 100 ml con 25 ml
ds medio l{quida L-S,

Sa hizo la salsccidn de las cédlulas H15 con un método de "Estu-
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dio de agrogado Celulay" que usa un andlisis de alcaloidss por GLC.
Las cdlulas ds 1a linea H15 se ;ncubéran en 30 matraces 'de 50 mm
con 10 ml de medio'c/u; Es£os cultivns en suspensidn en pequefa as=
cala aunents ol contenido'de los alcaloidws 3 vecas, Deénuéﬂ de 4
s273an2s do incubacidn 3e muestred asépticamente aaroximadamante 1a
nitad del culkivo da cada matraz; a 1a semana, al contenido de aleg
loides se le hizo un aﬁ;iisis por GLc; Séis mafracas tuvieron una
cantidad nds gréndu défhissciaminag sus délulas so dividisron an

" 1os 372 matraces’y sa cuitiddron. Este éstudia ciclico del cultive
s@ penitid, Despuds de 4 ciclos el conienido de hiosciamina en los
matraces aumentd de 70,0022 a 0,00335% en base a peso fresca,

Las bajas concuntraciones da fosfata inorgdnico y de auxinas an
el cediovfavoreciErcn 12 foemacidn de hiosciamina en un cultivo en
susna:nsidn de la linea H15, La cantidad md; grande de hiosciamina
(250/“3/25 nl, 0,09 de peso s3ca) se produjo en el medio L-5 gue
eantenta 1072 o de ANR y 5X10°5 11 de BA con 3j de sacayosa y en el
cual la concentracidn de fosfats inaorgdnico se habia peducido a 0,2

afle

3e indujefo rdfbééfa-oavtir ds la lfnea {115 las cuales se ino=-

cularan en. caja efri, al igual que agregados finns de cédlulas an
nadias L :, das‘ué ultivaron colonias que habfan cracida bien
an gultivas an. su,penaidn sn pequena escala, La raiz primorpdia da-
sarpolld raicillas con 10 i de 24 en el medio, Estas raices cra-
cioron rdnidamente (cerca de 7 vecos en 4 senanas) y contenf{an mu-
cho nds 2scopolamina (0,12 2 2,37 en peso secd) que hiosciamina

(0,74 a 7,037 sn nesa seco) ambos alcaloidms sstuvieran presentes

sn el mediln asf{ como en las células,
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Tales cantidades de escopolamina .y tales felaéionas;da esconoln
mina a hissciamina nunca se habfan rasertads enjcuitiubs da“tejidus
ni tampoco en tejidos intactos de M,-niger. Enclos cultivos en suse

pensidn de la linea H15, la formacidn de escopo;émiqa s éﬁbriﬁiﬁ y

12 pronoecidn de escopalamina a hiosciamina fug,@uy

tra claramentse que la formacidn de escbpolamina sg asocia

ganizacidn ds la rafz, Se han veportado resultudo; éim“ grqS para

Jdatuyra innaxia, A )

En un astudio nor separado ss azregd hiosdiamiﬁé"y escbndlémina
a 1as rafcas y a 109 cultivas con. el abjeto de a#tﬂdiar su acumula-
cidn y conversidn., 38 agregd hioscianina, sulfato dbvatrOpIna; asca
pnlamina e hidrobyomupo d2 ascopolamina al medio a una eoncentydeidn
de 0,1 mii ¢ 1 mil al princinio o a la mitad del cultiva, Los cultivos
an suspensidn convirticran escasamente la hiosciamina an escopolami
na, neyo las rafces cultivadas esnvirtieron d2l 10 al 203 de ésta
en escanolamina; esto muestra las diferentes capacidades de los 2
cultivos nara convertie la hiosciamina sn escapolamina, La cifea de
conversiin por dfa fue mejor cuando el precursor Se agregsd en el
12avo, dfa de incubacidn,

S5e encontyd un norcentaje significativo de escopolamina en un
natraz con raices cuands se agregd 1 mfl de hiosciamin2 al medin,
Por el cocntrario, cuande la escopolamina sa agregd huba osco aumen-
to en la cantidad de hioscilamina en sl matraz tanto en la suspen-
8idn como en el cultivn de raices, adn cuands el alcaloide adiciona
do habfa sido bien absnrbido par las cédlulas. Zn amboS sXserimentas
sl precurser adicionado de alguna manera mejoed el creciniento ce-

lulay (183).
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Tambidn se ha rlpOrtado la producC16n de alcaloides derivadas

del tronano en Lycium barbarum 09r0 na. 80 ha astudiado mu“hn. El anau

lisis de los alcaloides darivados dal tropano da las raicas, rotea
y frutas de L, barbarum se llevd a cabo pDr el procediniento de Sai-

ran y Khanna,

Las fraccionas aisladas sg identificaron por cromatografia. liqui .

da, punto de fusidn y estudios da espectros de IR,

£1 contenids ndximo dJo hiosciamina sa encontyd en los brotes
(9.334) mientras que 12 atronina se encontraba en mayop cantidad en
las frutas {0.557%) y ambas se sncontraban 21 foyma minima en las rai

ces (0.25%) v (2.424) en Lvcium barbarum (184).

Rajhhandari 2ot al, encontraron que en cultivos de hslladona qus
la formacifn de alcaloides deprivadns del tpropano esstd asociada con
la fornacidn de estyucturas ds la pafz 1o cual ha sido confirmado

1or Tabata et al, usando 3conalia narviflorg. Se pepavtd que las vai

ces iniciadas de callaos tiendsn a produciy un patedn narmal de alca-
loides an contrasts con el tejido desorganizado, Se sugiers quo las
diferentes auxinas a diferentes concentracisnes estimulan significa-
tivanente la produccidn de los alcaloides, Se han veportado los efeg
tos de varios factoyes narpecidos a les veguladoves del crecimionto,
alcaloides exdganas, condiciones medinambientales en el crecimiento,
la morfogénesis y la nroduccidn de alcaloidas en cultives de tejido

dz Hvoscvamus muticus (185),
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CAPITULO IIT

ESTEROIDES
Los grandes esfuerzos realizados en al sstudio de los metaboli-
tas secundarios, su nroduccidn, su metatolismo y su coaversidn no
solo se han usado para los alcaloides sino tambiédn han sido dedica-
dos al estudic de los esteraides, esteroles, saponinas y sasogeni-

nas, como nuade apreciarse en las tablas 3.1 vy 3,2,

Tabla 3,1. Efecto de algunos esteroides obianides a narfir de CTV,

Esteroide Cfecto Fuente vegetal
Antiarina Cardiotixico Antilaris toxicari2
Digitoxigsninz Cardintdnico Thovetia ahoai
viesgenina Matarial oara sin-

tesis de hormonas Dioscorsza laxiflora
Glucdsidos Cardioctdnizcn Asclenias curassavica
Solasodinz fiatorial oara sin-

tesis de hormonas Splanum lycocaynum
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Tabla 3.2, Estoroides, estocroles, sanoninas y sapogeninas produci-
das. por cultivos da tejidos in vitro.

Compuests

Fuente vagetal

Anivina

Orasicasterol

Camnesternl

Cicloartenol -

licloeucalenas)
Citrostadienal -

Cslestarnl

Corchoyus olitopius

Lindera styychnifolia

Oryza sativa

Tvlophora indica

Withania samnifera

Brassica napus

Artenisia absinthium

Byazsic2 nanpus
Coffea ayabica

Digitalis lanata

Dinscarea daliridan

Hvdnacarnus anthalninthica

Micotiana tabacun

Patrnselinum hartense

Disitalis lanata

Micotiana talbmcun

N, tabacun
N, tahacum

Digitalis lanata

2ioscnyea deltoidea

D. tokora

Holarrhona antidysontevica

Homoydics chagantia

tHientiana tabacun




Tabla 3,2, (eontinuacidn).
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Compuesto

Fuente vagetal

Colesterol

Diosgenina

Sesamum indicum

Yucca glavca

Dinscoysa compasita

D. daltoidsa

2. flavibunda
0. spiculiflora
9. tokera

funhoybia cynapissias

Eunhorbia gsula

‘Holarrhena antidvienterica

Hydnnearnus anthelminthica

Lindera strychnifolia

Momardica charantia

florus alba

flicotiana tabacum

Oryza sativa

Petrosalinum hortense

Sasamum indicum

Tacaoma stans

Salanum aviculare

S. 2laeaqnifolium

S. laciniatum

L

nigeum

v jw

» xanthocayaum

Trlaonella gcculta

I, foenym-grascum



Tabla 3.2. (continuacidn),

Compuesta

-Fuante vegetal

Diosganina

, frgost-4-en.3,6-diana
Ergost-4-gn-3-ona
24-2tiliden colesterol
fscualeno

Esninastevol

£stigmasta-4,22~-dien-3=-0na

€stigmasta~.4,22-dien-3,6-diona

£stignasta-7,22,25~trien-3 ol

Estigmat.d-en-3-ona
Estigmast-4-en-3,6-dinna

Eatigmasterol

Tvlonhora indica

Withania somnifera

Yucca alauca
§lycine max

Steghania cesharantha

Glycine max

Stenhania canharantha

Yithania samnifarga

Micotiana tabacum

Cucuebita maxina

flvcine max
5. canhayantha
§lycine max
3, cenharantha

Cucuybita maxina

Glvcina max
S, genhayantha
Glicine max

S, canharantha

Artamisia absintnium
Brasszica napus
Coffea arabica

Corchoyus olitoyius

Digitalis lanata

Diosecrnraa deltnidan

B. tokora
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Tabla 3.2, (continuacidn).

Compuesto Fuente vegatal

Estigmasterol H. antidysentsyica

H, anthelminthica

"loomaea sp.

Momordica charantia

N, tabacum

Oryza sativa

Petyoselinum hoytense

Sesamum indicum

Tyigonella foenum-graecum

. Gitogepina T. occulta
I. foenum-graecum
Yucca glauca
29-Isofucosterol Digitalis lanata

., antidysenterica

Lanasteyol Dioscoyea comansita

Momordica charantia

Sesapum indicum

Manogenina Yuecca glauca
24-metll cnlesternl H. antidysentuyica

\Jithania somnifera

24-matil conlest-7-en-3pol N. tabacum

24-Metilencicloaytanol Digitalls lapata

M. tabacum
24-metilenslofenol H. tabacum

28-Norcityostandiennl N. tabacum




Tabla 3,2, (eontinuacidn),

10

Obtusifoliol
Panaxadiol

Panaxatyiol

5t-pregnan-3 .01, 20-ana
reg //? ’

5 D(-pregnan—?)/i ,2oﬁ -diol
Protocorarina

Sitosterol

Solasadina

Snlasgnina

Tigogenina

Takoyogenina

Yonngenina

Micotiapna tabacum

Panax ginseng
P. ginseng

Dioscnrea deltoidsa

D, tokora

Anocynum cannabinun

Artemisia absinthiun

Byrassica nanus
Coffza arabica

Coychorus olitorius

Biaitalis lanata

Tylaohora indica’

Withania sonnifesa

Yucea glayca

Solanum acculeatissimum

152}
.

aviculare

jvr
-

melongena

igpum

w
I-
=]

v

. Xanthacapoun

Triconella occulta

T. foenum-gyaecum

Dioscorea tokova

D. tokora
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ESTEROIDES DE Solanum so.

La UR3S, algunas ciudades del Oeste de Euvopa, la Repdblica Po-
pular de China, India, Nueva Zelanda, Egipto y Australia producen

mateyial crudo estoroidal, de Solanum laciniatum y da S. aviculare,

Hay un increnento en la demanda de nuevas fuentes d: estaroides, que
se usan para la sintesis’'de fdrmacos csteroidales vequeyidos en nu-
chas dreas de la medicina, Se han detectado una gran vayiecdad de es-
ternides en cultivos de tejido de algunas especies de Solanum, ine
cluvendo 5. laciniatum, Se han hecho estudios para la oyoduccidn de
dicsgenina y solasodina en callos y cultivos en suspensidn de 3. a-

vicularz por Khanna et al. (186).

ESTEROIDES DE GINSENG.

Las rafces de ginseng, do las cuales son extraidos compuestos
coma las sanoninas y las sapogeninas son de gran valor en algunas
ciudades de Asia y ss usan como sedantes o estimulantes, Ginseng rg
quiere de 4 a 7 alios para producir cantidades significativas de es-
tos dos iIngredientes., Desouds de coszchada 1z plante, la tierra nerps
manece inusable poy 25 a 50 afios ya que el suelo ha perdido sus nu-
trientes. Ahora con el uso de las nuevas técnicas de cultive ce te-
jidos, se ha hechn posible acortar el tiemno e incrementar tanto el
rendimiento como la concentracidn de las saponinas y las sapsgeninas
de 1a planta en vayios drdenes da magnitud (187).

Se ha investigado el aumento en la produccidn de saponinas de
ginseng nor la adicidn de auxinas, citocininas e inhibidores enzimg
ticas 2sf como la relacidn entye el crecimiento y el contenido de

saponinas,
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'Se seleccionaron lineas calulares qus conténiad«gfﬁn‘cadtidad
f{de43qponina an condicione$ hormonalas-dé AIB 1 ﬁb@lywcidetina 1:ppm{
“_Pa{a(léupfbduccidh de alto contenido do sahunin#ry ﬁn;méjurvérééiQ
“misnta da,las’linéas celulares Pg-1, se examinayon laé candicinnes
de cdltivo tantO‘estaficas como en Suspensidn, en la luz y en la oS
curidad y con agitécidn rotatoria, Se demostrd que tanto la produc-
cidn de saponinas como el crecimiento son significativamente mds al
tos con agitecidn, esnecialrmente por el uso de la combinacidn de
AI8 con cinetina ¢ piridilfenilurea, Sc estudid el efecto de la se-
micarbazida en presencia de algunos precurSores de la biosintesis
de saponinas vy fitosteroles en los callos. £l contenido mds alte de
sangnina se obtuvo en presencia de mevalonato asf como del inhibi-
doy, l2 cantidad es mds o menos de 2 a 2,5 veces mayor gue en ausen
cia de mevalonato as{ como de la semicarbazida y en p-2sencia de la
semicarbazida sola, Por el contrario, no hubo cambio ypoconocible en
8l contanido de fitosteroles. Parece ser que la via de biosintesis
de las sanoninas en los callos puedg ser inhibida comnetitivamente
nor la semicarbazida al competir por los procursoras como on el cae
so dnl mavzlonato, Se vid que la adicidn simultdnea del mevalonato
y la semicacrbazida inuolﬁ;ra la produccidn de saponinza mds mnrcéda.
mente que cuando se adiciona solo el mevalonato a los czllos, la

cantidad aumenta aproximadamente 2 veces {133).

" ESTEROLES DE Ciltyullus colocynthis y Penanum harmala,

“Los callos de R, haymala son fedgiles y de color amarillo verds
so. El indice de crecimiento en pese seco alcanzd el mdximo en 6 sg

manas y los tejidos declinapon a las 8 sumanas, Cuando layaiz de las
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samillas de la planta C, culocvnthis sg cracisron en el madio M5,

la arareciceon muchos velldsQ”La‘fégiBn del spicotile dig origeh a
tallos vy hojas gruesas, Cuando porciones aisladas cegl tello se sub-
cultivaron, se regeneraron los callos a partir de las ralces después
de un 20, subcultivo en medios frescos, Las oorcionas.aisladas de
los cotiladones de las semillas mo nudicyon sobreviviy. Cuando pe-
quedas porcignes de la rafz y del epicotilo sstuvieyon sujetas al
cotilad&n, produjeron la foemacidn d= raices an el 20. y Jo., subcul
tivo, E! Indice de crecimiento mdximo fue de 2,7 v ocurrid a las &
sgmanas, 3e han encontrado compuestos como el sitosterol (7f = 0.49)
y lanostarol (®f = 0,59) en los cultives a las 2, 4, 6 y 8 sem2nas

en C. colocynthis y P. haymala.

£1 contanido total de esteroles fue mdximo 2 las 6 semanas, G,
colocwnthis (10,9 mg/q peso seco) y.P. haymala (3,77 mg/3 en peso
soco), Los frutos de €. colocvnthis mostrayon mayey contenido de es
teroles (10,67 mo/g en peso seto) en comperacidn con el contenide
an las raices (5.18 mg/g en neso seco) y brotes (9.1 mg/g en neso
seco) pero los estudios on los cultivos de tejido mostearon noco con

tenido en las partes intactas de las plantas (184).

SANSASAPOGENINA DE Yycea filifera,

La Yucca filifeya es una planta gue contisne szysasapogenina en
sus diferentes drganos sesnecialmente en las semillas, Las semillas
de esta planta de crecirmiento lento que es abundante en el nogte de
fMéxico se usan como una fuente de scrsasapogeninz,

Debido a la impoytancia de este esteroide en la industpia fagma
cédutica, se ha estudiado la induccidn de cultivos de tejido de Yucca

filifeya junto con la deteeminecion de la canacidad de dichas célu-
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las nara oroducir sarsasapogenina.

Las samillasvestérilizadas de Yucca filifera, asi como los: frag
nentos .de semil]a;,'se incubayon en el medio de cultivo.'Los:éuiti-
vos sa incubaron a 28°C y estos cultives sstuvieron a una intensi-
dad de luz de 11700 lux en las primepas 20 trans?eyancias.-DeSpués
de obteney un caiio se pasd a un medic li{quido para obtener el cul-
tivo en susnensidr g se subcultivd nor 3 ciclos de crecimiento, el
tejida en 5u5pen516n se sembyd en vayias cajas petri que contenfan
AMA 1 X 10'5 ﬁ'y 8 1 X 10'9-m. 58 incubayon en difersntes condicio
nes de luz roja; luz blanca y en ia oscuridad, Despu#s de 12 sema-
nas se seleccionaron las colonias con mayor Crecimients, EZstas colg
nias se subcultivaron cada 24 dfas, 20 veces y desnués 5e:exﬁfajo
la sarsasanngeninag, segdn el método de A, Romo del Vivar et al.
(139).

Los medios nds axi§0305 para la induccidgn y;pvopagacidn fueren

19s que contentan: ANN'A X 1072wy 84 1 X 1079 1, ama 1 X 105y
198 my ea 1 x 1078 .

3 1% 1970 T ¥ 2,401 X 10

Cstos cultiVﬂé;s sub\,ifiuafon 40 vecses, dando un desarvollo
s tejido homogéned, ; majores condicisnes fueyon bajs luz yoja a
29°¢C, ‘ ]

El culesta}dfﬁyfla;Qapsaaapogenina estuvievan presentes como
gluedsidos yksé &g;e}minaron descuéds d2 la hidydlisis del tejido
desgrasado. aein

La mayor ﬁfoauécidn de sarsasuapogenina se alcanzd a los 22 dias

de crecimiento del cultivo, manteniéndose constante trece dfas mds

(1919),



CapITULS v

QUINONAS

ANTRAQUINONAS,
Se han producido CTV de un total de 19 difsrantes especies pere

tenecientes 8 los géneros Asperula, Galium, RFubia y Sherardia. To-

das las esnecies en CTV pyoducen antraquinonas con diferentes randi
mientos, Las células crecen en un medio basal conteniendo 7 diferen
tes dcidos fenoxiacéticos sustituides, as{ coma dcide 1-naftalenacd
tico, todos a 10"5 i

#ay una gran produccidn de nigmentos en cada cultiva, La forna.
cidén de antraquinona es dptima para cada especis individual, pero
no narya el patrdn general., El mayoy rendimionto de antraguinona es
observado en Galium verum {1.7 g/1) y en Fubia fyuticosa (20, neso

seco) (191).

Los laxantes de antraguinona eapygasentan un grupo de penductos
naturales que han sido usados par2 propdsitos madicinales pop miles
de affos, L2 esnecie Cassia ss productora imoorytante de fdymacos voe

getales derivados del antraceno. 52 han llavado a cabo vaypios estu-
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dins con yespacto a la produccidn de antyaquinonas en cultive de tg
jidos da la especie ggggig.iEl oafrdn da antraquinﬁnas producidas
en cultlvo do tejidos puede a menudo diferiy o seriéimilar al de la
nlanta madye. £n muchos de esos cultivos solo se producen oxiantyae.
quinonas y diantronas los cuales soc encuentyan en la mayoria de los
laxantes farmacoldgicamente activos; los glucdsidos dae diantronas
se encuantran neculiarments ausentes, |

£n un estudio muy reciente se utilizayon 4 esnociss da Lassia

indigena Nigopiana: C, nodosa, C. alata, C. occidentalis y C. podo-

garna. Los callos se derivaron de las semillas de las plantas, las
cuales se colocayen on el medio M5 adicianado de 2,4-D (0.6 ng/l)
cinztina (0,35 mc/1) y sacayosa (35 g/1). Los cultivos crecieron a
29°¢C bajo iluminacidn constante, Los calles se mantuvieyon en el
mismo medio vy se subcultivaeon a intervalos de S5 a & semanas.,

La deoteccidn de agliconas de antraquinona y sus glucdsidos se
llevws a cabo noe cromatografia de capa fipa, Se emplearon mdtodos
enlnrimdtricos para la estimacidn de los extractos de los callos,

Un eallo saludatle de C. podocarpa consiste da uno masa suave
en la cual el color d2) tejido varfa do gyis al cafd clarn. Este ensg
yo se Teaitig en cada fraseo tyos veces, en subctultivos cada & sema
nas, &l anélisis quimico yeveld gue no hubo pambio an el espactro
cualitativo,.naro,la acunulacidn total de antraquinenas fue mayor
en las cdlulas café en-un 40ﬁ comparado con los calles grises. No
sz sabe con cérféiaTsi %a continuidad dcl potencia1 biosintdtico de
l1a linea celalaf éafé nueda;manténersefpo;‘un largq tichpq. La pro-~
duccidn total .de compuestos de antraqulnqn$s eﬁ chlfiﬁos de G, podo-

cirna, es casi la misma que la ubtenida‘epvlos'hojas de:la planta
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complata, Una apeoximacidn a la selsccidn visual de alta produccidn
de lineas celulards café en callos de C. podocaypa, orodujaron un
auments an la acumulacidn total de antragquinanz, ds 1.3 a 1,8} de
neso saco dol material, Se sugiere que la sintesis de antraquinona
esta asociada probablemente a la pigmentacicn café del tejido (192),
Muchas olantas de la familia Rubiaceae han demostrado sey fuen-

te rica de antraguinonas, Por 8jemolo florinda citrifolia L. contie~

ne varias antraquinonas, incluyendo glucdsidos, Zenk 2t al, obtuvie
ron de ssta planta, cultivos an susoensidn que nroducian antraquing
nas en grandss cantidades, También se han examinado los constituyen
tes en las células cultivadas de Galium rollugo vy 56 aislapron varias
antraquinonas, Zstas antyajuinonas s= formaron ya sea ver via aceta
to-malanata o nor la ruta del dcido shikimico.

£n c&lulas sn cultivo de Pubia cordifolia L. se aislayon 4 an-

traguinonas libres y un glucdsido de antraquinona como cyistzles pu
t0s. Los callss se indujeron do las hojas de R, cordifnlia L. Vae
fiungista {liq. Se usd el medio [S suolementado con 2 mg/l de 2,4-D,
8.2 mg/1 de cinetina, 3 g/l de extracto de malta y 3 g/l de agar.
Desoués de 3 subcultivos a 23°C se transfirieron los callos a un me,
dio lfquido y so incubayon a 28°C an la oscuridad a 110 rpm. Las cg
lulas se cultivaron en medio liquido sin extracto de malta después
del 4o, subcultivo y el 2,4-D en el medio se reemplazd por AMNA das-
nués del 3o. subcultivo., Durente un afo de subcultjvo la velocidad
de crecimionto celular 2umentd bajo esas condicionss,

3e cosocharon 3,5 Kg de células y despuds de sepr extraldas se
abtuvieron cuatro comnuestos. £1 compuesto 1 fue etil édter de luci-

dina (0,3 mg de agujas amarillas), el connuests 2 psaudopurpurina
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{53,1 ng de agujas rojas), el comoussto 3, alizarine {14.5 ng de a-
qujas amar;llas) y el compuhsto 4, puprnueina (3.4 ﬁg de agujas ama-
rillas) los cualés se obtuviaron nop racristalizacidn en diclorome-
tann, De 1a p3pcidn solubla an agua se obtuvo el compuassto 5§, dcido
rubsrftrico (193.2 mg de agujas amarillas). La identificacidn se

llevd a cabo osor connaracidn con estdadares (P.f., aspectros u, IR

RNy M3) (193),

£structura de las antraquinonas -

s R
AR
g \LH/L;'L &

6 4

S

2
2, Pseudnnurnurina; Ri,'Ré; R4=0H, 'R3=CODH

1. €til dter do lucidina; RysH, R,CHg, R,=CH,OH, R, <DH

3. Alizarina; R1, RzzH, ,RS, R(‘:'OH

&. Purourina: Ry, Rz; R4=UH; R,=H

3':

5. Acido ruber{trico; R,=OH, R,=Glucosa-Kilosa,

2= Ry=H

RS'
Tanbidn so ha vistd que los cultivos celulares de florinda Citri-

folia son el mejor siétema para @l éétudiu da la formacidn d2 pro-

ductos sacundarios, la Qiqtesis»deﬁanitaqqinqnas_es inusualmente a}l

ta y estable.

38 ha orobain tanto la astructur

ui ica camo la concentracidn
del raguladur dn crecxminnta en la‘formacidﬁ de-1las antraquinonas
dz los cultiVQs._Sa han probada un total ga;150 efectoyres y se ha
astable;iﬂo7qﬁa el dcids naftalanacético EfO'S?M) produce una forma

cidn mdxima de antraquinonas en estoﬂvcultiVUs.
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Zste sstudio con Morinda domostrd nusvamente que los paguladores
d21 crecimiento de las plantas juegan un papel importante en la re-

gulacidn de las rytas biosintéticas (194),

S5a-ha obsarvado qus 1a combinacidn de los 3 aminodcidos aromdti-
co9: L-fenilalanina, L-tirosina y L-triptofano @ concentraciones da
300 ppm inhiben la formacidn de antraguinonas en un 90X mientras que
al crecinienta de las cultives no es afectads,

Se sabe que los dcidns benzofco amino systituidos especificamen
te inhiben la formacidn de nigmentos 2n los cultives de (opinda. e
ha establecido que s4lo la calidad, peroc no la posicidn del sustity
yente an el anillo aromdtico deteprmina la sfectividad del compuesto

siguiendo el orden: NO, <C1 <OH <NH,< CH <0OCHy (195).

BENZOQUINGNAS,

Se.han alslado cepas celulares gue producsn grandes cantidades
de ag2ntes cardiosvascularass como la ubiquinona-10, a pavtir de2 cul-
tivos en susnensidn de tabaco mediante clonacidn, Se han examinado
153 aefectos de algunas condiciones deo cultivo tales comn la conczn-
tracidn de sacaensa, la concentracidn del 2,4.0, la temperatura a
la cual se croce el cultivo y la adicidn de extracto do levadure,
tants nara 12 produccidn de ubiguinona-10 como para mantsner 12 es-
tabilidad de una alta productividad durante cultivos sucesivos, Me-
diante la scleccidn pepetida, la produccidn de ubiguinona-10 aumen-
tf 2 15 mg/l nientras que el pesoc seco aumentd a 1390/Mg/g (133),

La ubiquinina ha sido aislada de cdlulas en cultivo de tabacn y
de Parthenocissus so. Lichtenthaler y Sic-aub han estudiads 1la pro-
duccidn de benzoquinonas en un gran niGmero de cultivos.(Tabla 4,1)

(4).



in vitso.

Tabla 4,1, Produccidn de banzoquinonas en cultivas de‘tejidd,

Comouasto

Fusnte vegstal

Benzoquinonas (nn esnecificas)

Plastohidroquinaona

Plastoquinona

Tacofeyol

Tocoquinona

Ubiquinana

Vitamina K

Patunia hybpida

Pimninglla anisum

Hordaum vulaare

Nico tiana tabacum

Pimninella anisum

Hordeun vulgare

Nicatiana tabacum

Petunia hybrida

Pimninzila anisum

Hordsum vulgare

M. tabacun

Petunia hybrida

Pimainella anisum

Hordesum vulgare
N, tabacum
Betunis hybrids

Pimpinella anisum

N. tabacun
Papthenocissus sp.
Hopdaum vulgars

s,

Nicotiana tabacunm

Petunia hybrida

Pimpinella anisup

m
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Para obtener la informacidn bdsica en la formacidn de ubiquino-
na por cdlulas BY~2 en cultivaes en suspenaidn,‘sé han investigado
ios afectos del fosfats inorgdnico, la fuents de mitrdgono y facta-
ras fisicos como el pH inicial, irradiacidn con‘luz y la temperaty-
ra, La concentracidn do fosfata y la fuente de nitrdgeno no tienen
efacto, oero la rslacidn de nitrdgena del amonis y del nitratin son
significativamente efectivos en la formacidn de ubiquinona, E1 in-
crenonto en 2l contenido de ubiguinona es reconaciids a altas concen
traciones de 2,4-D especialmente con nequsias concentraciones de sg
carnsa, Los factores fisicos no tienen efecto marcado en la formase
cidn de ubiquinona excepto la temneratura. £1 contenido de ubiguing

na as considarablomente elovads a altas temoeraturas (196),

Tabla 4,2, Efecto de alqgunos compuestos fendlicos y su fuente vegetal.

Comnuesto Efecto Fuente vagetal
Antraquinonas Laxante Cassia specinga
Arilnivones Depresivos del SNC Apiba guianensis
8iflorina Antibidtico Capraria biflora
Burquelina Antitumoral Aniba burchellii
Cardol Vermifugo Anacardium occidentale
Centrolobina Antibidtico Cantrolobium robustum
Crisarobina Laxanta Vatiirennsis arayoba
Filicina Tenicida Dicvnellium caryorhyllatum
Lanacnl Antitumspral Tabebuyia imnetiginosa
Plumbagina Antibidtico Plumbagy scanduus
Surinamensina Cercapricida Virola surinamensis

Acido dsmico Antibidtico Usnea aspera
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DISCUSION

Jurante al crécimiénfd ﬁorhai‘gg vitrn, las células vegetales
aroducen dos tinos de‘metabolitas, ppimarioé v sacundarios, Los me-
tabwlitﬁs primarinstsun protainas, grasas y vitaminas las cuales
san 3sanciales aara la vida de la slanta, mientras que 105 mataboli
trs secundarios tales coms fragancias, nigmentas, diferentes fdrma-
295 y atras sustancias son producidas como macanismn de defsnsa pa-
ra 12 supervivencia da la olanta, como rospuesta-al estrés 9. como
resnuesta a alguna otra condicisn ‘fisinldgica no cohpcidaa Eétos me
takalitas son sintatizados an. las plantas eor-diversbé genes régula
dores en dife rentes nasss vy r01uiarPn la accidn de divgrsas anzinas.

Hay COnSLerablGu svidencias que 1ndican que. el estrés nUtTlCiG
nat, Hnrnonal y factores nedloanblantales, afactan dramaticamante
la fisinlngia y ol metabolismo secundaria en células;qn.cu;tivo._
a1 42 1as caracterfsticas ds las células an cultive eétiéfagtiviaad
4% genaes que codifican nara compusstas no prodﬁcido$ uéQal$bﬁte' £s
ta resnussta nuade ocurfir a travds dal. estrés mediante la induc-
cidn da ARl esnecifzcos, los cuales nueden resultar da una nutri-

cifn altarada, .o cambios en el régimen-de luz, pH‘ tomparatura,
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anoxia o contacto microbiano., Alternativamente, algunss connusstos
_caracteristicos de las nlantas no puedah sa} sintetizados,

La reduccidn del flhjo metabdlico primario impucstos por 8l 83-
trés en las células, dan coms resultado una disminucidn sh el dre-
ciniento vy perturbaciones enzimdticas especificas, lLas gvidencias
suygiersn que la sintesis de oroductss secundarios se elsva cuando
la tasa de crecimiento disminuye y carbohidratas, minerales y ﬁxi-
geno baja. _ o

Una de las matas del estudio del metabolismo secundario e#fla
abtencidn do patrones de productas secundarias a partir de'célélas
gn cultivo. Aungue sa han hacha avances significativbs e interesan-
tas y diarianente sa aislan nuevns productos, la Tregulacidn de las
vias scscundarias es todavia noco conocide, ‘ '

Parece ser que la seleccidn do canas productoras de grandes can
tidades de metabolitss noy medio de claonas celulares es uno de 13s
mdtndas mds adecuadas para mejovar los potencialss de brcducﬁién de
células cultivadas, no sdlo para matabolitqs‘éacuﬁd£§i05,siﬁo tan-
bidn oara metabolitas p¥imayins, aunque las baééa genéfica§ de 1a
varizcidn celular relacionadas con Lafqapéciaéd bib#intética dﬁ;las

células an cultive adn no han sido'élérificadag; "
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CONCLUSION

Los cultivos de tejidqé vegetales son una‘fuentéfimportéhte de
sroductss sccundé%ins,~yé que se pueden obtener una. gfah‘cantidad
2 ellas, no sdlo los que se QUEan encuntrar nOrmalnent= en las

nlantas sinm ademas nuevos productos que no ‘se encontraban ‘arigina)

n~ante #n 1as nlantas,:
Los cultivos de tajidos..ti
11 de nasos tequeridos

1= nlante, La produccis

32 tejido pusde seric

cisn o a2l clima como lo lanta en crecimxanto.

Para poder. sar ﬁfi conoufuenta 1ndustf1a1 alterna da productos

zzcundscias, un cultxvn Calulcr debepé ‘satisfacer varlos requarimian
=2, Un buen rendirlanto de- pr:ducto final es esencial. El randimisn
*2 an oraducto axnreSads nop unidad ds tajido debevd npor lo meno s

szr do la misma nagaitud que la planta intacta, Ademds su’ valocidad
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de acunulacidn en la célula o liberacidn al medio deberd sor mds g
nida que su velpcidad'ds‘dégéhefacidn. Las células deberdn sar gend
ticamente sstables para que produzcad une cantidad mds o menos cong
tants dsl productc y laiproduccidn deberd 3er costeable.

Aunque todavia falte que un gran ndmevo de problemas fisioldgi-
cos y tecnoldgicos sean resueltos, las sstrategias seguldas clara-
mente demuestfén que los cultivos en suspensidn pueden ser usados
para la p}oddccidn de metabolitos secundarios, nor la que sn-un fu-
turo no muy iejano los cultivos de tejidos se usaran para la obtena

cidn de oroductns secundarios a nivel industeial.
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