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RESUMEN 

El presente estudio de orientó hacia la implementación de 
cultivos en suspensión de D.purpurea, para efectuar la 
biotransformación de digitoxina. Con este propósito, se cultivaron 
cotiledones de D. purpurea sobre los medios s6lidos Murashige-Skoog 
y Schenk-Hildebrant. Estos medios se suplementaron con 1, 2, y 3 
p.p.m. da 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D>; Acido naftalén acético 
<ANA> a 1, 2 y 3 p.p.m.a Acido indo! acético CAIA) a 1, 3 y 5 
p.p.m. y una mezcla 1/1 p.p.m. de 2 1 4-D/cinetina. Bajo tales con­
diciones, los medios adicionados con ANA indujeron la formación de 
callo con sistema radicular, mientras que en los medios con AIA 
los cotiledones desarrollaron la planta completa. Solamente los 
medios suplementados con 2,4-D Tueron capaces de inducir tejido 
calloso, encontrAndose también que el medio basal SH estimula 
mejor el crecimiento de callo friable. 

Se estudió al crecimiento y el contenido de glucósidos car­
diacos en el tejido calloso, inducido en los medios Schenk-Hilde 
brant con 1 1 2 1 y 3 p.p.m. de 2,4-D, as1 como con 1/1 p.p.m. de 
2,4-D/cinetina <SH-Al, SH-A2, SH-A3 y SHD>, siendo notable que la 
concentración de 3 p.p.m. de 2,4-D promueve un crecimiento lento 
del callo y una mayor acumulación de cardiotónicos, principalmente 
gitoxina. 

En las condiciones de crecimiento en medio l~quido, el cul­
tiva SH-A3 es el que se adapta y crece mejor en este sistema. 

Los cuatro cultivos en suspensión, Tueron capaces de trans­
Tormar la digitoKina af'íadida, pudiéndose determinar la glucosila­
ci6n en la tercera digitoxosa de la cadena lateral de carbohidra­
tos y la hidroxilación en la posición 16(3 del esqueleto esteroi­
dal, por la Tormación de purpúrea glucósido A, purpúrea glucósido 
B y gitoKina. 

Los estudios preliminares sobre la biotransTormación de 
~-metildigitoKina con células de D.pu.rpuroa, mostraron que este 
compuesto es transformado a digitoxina, purpúrea gluc:6sido A, pur­
pórea gluc6sido B y gitoxina. 
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INTRODUCCION 

Las plantas superiores continúan siendo hasta 
fuentes importantes de fármacos,. agroquimicos,. 
saborizantes. Un ejemplo particular es la industria 
donde a pesar de que el mercado está dominado por 
sintéticos y derivados de microorganismos,. el reit'lo 
tribuye con un 25 h de los medicamentos prescritos. 

nuestros dlas 
perfumes y 

farmacéutica., 
medicamentos 

vegetal con-

En af"íos recientes se ha dif"icultado el suministro de estas 
plantas,. debido a diversos problemas como son la explotación 
incontrolada,. disturbios del medio ambiente,. cambios de clima,. 
presencia de plagas etc •• De ahi que se halla incrementado el in­
terés. sobre la posibilidad de producir metabolitos secundarios 
por cultivo de células y te11dos vegetalesp <Tabata, 1977). 

Se ha mostrado que algunos cultivos de células vegetales, son 
capaces de producir metabol 1 tc•s secundarios, mientras que otros 
efectúan reacciones de biotransformación, sobre •::ompuestos org~ni­
cos aNadidos a los medios de cultivo. Esto hace posible elevar el 
valor comercial de una substancia. Además algunos cultivos, pueden 
sintetizar substancias de estructura desconocida y con nuevas pro­
piedades quimicas y farmacológicas. 

Los glucósidos cardiotónicos, digoxina y digitoxina, aisla­
dos de plantas del género D1'.f'.S'ital.is, son "Fármacos indispensables 
para el tratamiento de insuficiencia cardiaca. El mejor comporta­
miento farmacocinético y la mayor potencia que presenta la digoxi­
na respecto a la digito.><:ina, ha incrementado el uso de la primera 
en detrimento de esta última. Esto ha ocasionado en las industrias 
un problema de acumulación de digitoxina. La transformación de 
digitoxina a digoxina ha sido posible por la hidroxilación esp·=:ci­
fica en C-12 de la molécula, por medio de un cultivo de células de 
DiBi t.al. is l.anat.d. 

Por medio de microorganismos se han ef"ectu<:&úo hidroxilac:io­
nes sobre la aglicona. sin embargop la hidroxilación en C-12 del 
glucósido no ocurre o es incompleta. Tampoco la hidroxilaci6n por 
métodos quimicos es aplicable. De ahi que la biotransf"ormación 
de substratos poco útilesp por cultivo de células vegetales se 
muestre como una alternativa importante <Reinhardr 1980). 

En base a estos antecedentesr el presente trabajo se propone 
establecer las condiciones adecuadas para la obtención de cultivos 
celulares en suspen~i6n de DiBit.al.is pu.rpu:reap a fin de estudiar 
ástc•s como sistemas de biotransformación de glucósidos cardiacos. 
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1. FUNDAMENTACION 

1.1. Importancia de los glucósidos cardiacos. 

Las enfermedadas cardiovasculares han aumentado en nuestro 
pa~s y estAn clasificadas dentro de los primeros cinco lugares 
como principalas causas de morbimortalidad. Uno de los grupos de 
fArmacos mAs Otiles para aliviar estos padecimientos son los 
cardiotónicos, y entre éstos, los glucósidos cardiacos digoxina y 
digitoxina. ocupan un lugar importante y estAn considerados en el 
cuadro bAsico de medicamentos del pais (Diario Oficial 1988). 

La producción de cardiotónicos a nivel mundial se realiza a 
partir del género Di6italis. del cual se aislan digoxina y 
digit.oxina, substancias que en México se importan en su totalidad. 
sagón datos del Instituto Mexicano de Comercio Exterior <1987). 

DesdQ un punto de vista farmacológico. los cardiotónicos usa­
dos en terapia cardiaca están lejos de ser sa·t.isfactorios. El mar­
gen terapéutico que presentan es muy estrecho. adicionalmente hay 
diferencias amplias en la respuesta de los pacientes a estos com­
puestos. Por lo que es importante encontrar. substancias en las 
cuales. la actividad inotrópica positiva no esté conectada con las 
propiedades tóxicas. En base a modificaciones químicas. se han 
fabricado muchos derivados de los cardiotónicos. sin embargo. a la 
fecha ninguna de ésas modificaciones ha producido un compuesto con 
propiedades farmacológicas superiores. o con un mayor indica tera­
péutico. respecto~ lo3 cardiotónicos Ya conocidos <Gunter. 1977). 
Debido • lo antes mencionado. la Permanencia de la digoxina y la 
digitoxina. an •l mercado, se: contempla por un buan tiempo. 

1.2. Características de la Di6LtalLs sp .. 

Esta planta pertenece al género DL6LtalLs. familia Escrofula­
riacea <Trease. 1984). Es nativa de la Cuenca del Danubio y de 
Grecia <Burger, 1964>. se encuentra localizada principalmente en 
los terrenos silicosos de las monta~as de los Pirineos. de Guada­
~rama7 de Salamanca y algunos otros lugares de Europa <San Martin. 
1967). 

En nuestro pais, la DisitalLs purpurea L. fue introducida 
como planta de ornato. Actualmente se localiza en los Estados de 
Hidalgo. Puebla. Veracruz. Guerrero y Chiapas. Su distribución en 
estas regiones. est4 dada por condicione9 climatológicas templadas 
y húm•das p•ro sol•adas <Vounken. 1961>. 

La DLeitaLis (ver figura 1). es una planta herbAcea bianual. 
ia cual produce en el primer ano. una roseta de hojas lonccolndas; 
de cuyo centro se eleva en el segundo a~o. un tallo que mide de 1 
a 1.5 m. de altura y lleva hojas alternas. Dichas hojas son de as­
pecto Aspero. de color verde griséceo. y miden de 10 a 30 cm. de 
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Fiy.1 Ejemplar de Oi~itatis purpurea L. 

F 

~.· .. 

B ~;m 
xl ~ 

X20 1 

A, planta; B, hoja en la parte media del tallo; C, in­
florescencia; D, parte de la corola y dos de los cua­
tro estambres; E, fruto; F,B, dos vistas de las semi­
llas. <Hagimori, 1982>. 
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largo y de 4 a 10 cm. de ancho <Trease. 1984). Su olor es débil y 
su sabor as amargo y acre. Tiene racimos terminales de flores col­
gant•s. de color blanco o púrpura. Existen dos tipo5 d• hoja. las 
d• la roseta in~erior y las del tallo ~lorido. El fruto •• una 
c~psula piramidal de dos cavidades. las semillas son muy pequenas 
da color amarillo pAlido, la corola tiene una longitud de 4 a 5 cm 
compuesta por cinco pétalos <San Martin, 19671. 

Dependiendo de la especie, el contenido de glucósidos cardia­
cos varia; as!, las hojas de D. tanata contienen aproximadamente 
1 X de cardenólidos totales, los cuales comprenden 60 compuestos 
diferentes. El lanat6sido ·A y C constituyen el 50 X de los carde­
n6lidos totales, y el lanatósido B, D. E. digoxina y digitoxina se 
presentan en bajas concentraciones. Mientras que las hojas de 
D. purpurea. presentan un contenido de cardenólidos totales de 
0.15 a 0.4 x. con aproximadamente 30 glucósidos diferentes. Purpú­
rea glucósido A y B constituyen el 60 Y. de la mezcla, digitoxina 
12 X, gitoxina y gitaloxina 10 X cada una (Wa9ner. 1984>. 

1.3. Estructura quimica y sintesis de los glucósidos cardiacos. 

La fórmula estructural general de los glucósidos cardiacos se 
muestra an la figura 2. Dichos compuestos, son una mezcla de 
cicloacetales d• aztlcares y ur1 alcohol esteroidal. La porción de 
la molécula sin el azúcar es llamada aglicona o genina. Todas las 
geninas de los glucósidos cardioactivos. tienen grupos hidroxilos 
unidos a C-3 y C-14. un grupo metilo en C-13, un grupo metilo. al­
dehido ó -CHz-OH en C-10 y un anillo lactona insaturado en C-17. 
Algunas de las geninas más complejas, pueden tener adicionalmente 
grupos matilo, hidroxilo o aldehido en otras posiciones. El núcleo 
esteroidal de los glucósidos cardiacos, difiere del asteroide per­
teneciente a hormonas sexuales y adrecorticales, en la fusión 
Cis/Trans/Cis de los anillos A/B, B/C y C/D respectivamente, <en 
las hormonas esteroidales, el arreglo es Cis/Trans/Trans~ y el 
esqueleto esteroidal es prácticamente plano y extendido). El grupo 
metilo u otro substituyente en C-10 y C-13. el hidroxilo en C-14 y 
el anillo lactona. estAn todos en configuración ~- El OH en C-3 
del anillo A está usualmente orientado en ~- El anillo lactona 
puede: ser de cinco o seis miembros. con uno o dos doblt=ts t:st·1lc:..ces 
respectivamente. Los constituyentes de los cardenólidos. son de 
naturaleza estaroidal C-23 y contienen un anillo butenólido o : ~­
insaturado y-lactona. mientras que los bufadien6lidos son esteroi­
des C-24. que contienen una doble insaturación en la lactona de 
seis miembros. Estos anillos lactona presentan una estructura 
planar propia del doble enlace. 

La porción del azócar de los glucósidos. puede consistir de 
uno a cuatro monosacáridos. Aproxi=ndümcntc 16 monosacAridos dife­
rentes, se han aislado como productos de la hidrólisis de los glu­
cósidos cardiacos. De éstos. solamente la glucosa. ramnosa y fuco­
sa estAn ampliamente distribuidos en la naturaleza. Los monosacá-
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C( 
~ tfºoH 
~OH 

01, •• •2 ., •• 
DIOITOXINA H H H H 

GITOXINA H OH H H 

OIGOXINA OH H H H 

PURPUREA. GLUCOSIDO A H H GLUC H 

PURPUREA GLUCOSIDO B H OH GLUC H 

LANATOSIOO A H H GlUC ACETILO 

LANATOSIDO B H OH GLUC ACfTI LO 

LANATOSIDO C OH H GLUC ACETILO 

DEACETIL LANATOSIDO C OH H GLUC H 

Fig. 2 Estructura qu!mica general de los glucósidos cardiacos. 
CBurger, 1975>. 
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rido5 remanentes son muy raros, como el 2-deoxiglucosa. El 
terminal puede estar combinado con un grupo acetilo o 
<Bowman, 1975). 

azócar 
f"ormi lo 

En 1962 Sondheiner y col., reportaron las dificultades para 
la sintesis de estos compuestos, debido a la naturaleza· lá.bil del 
grupo hidroxilo en C-14 de la genina. Dicho grupo es f"acilmente 
removido por los acidos, formando anhidro genina. 

Fritsh y col. en 1974, sintetizaron digitoxina a partir de 
15-hidroxicortisona. En el mismo a~o Kruger, reportó la sintesis 
de 3~-14~-19 oxigenado y de 3~-19 oxigana.Qo-14, 15 dihidrocarden6-
lido de acetato de pregnenolona. Estos intentos nos muestran la 
complajidad de sintesis del grupo cardenólido, y es por esto que a 
la fecha se siguen obteniendo a partir de Productos naturales. 

1.4. Bioslntesis d• los glucósidos cardt~os. 

Se ha establecido que el nócleo est•roidal. se origina a par­
tir de Acido meval6nico. vla escualeno <Capstack. 1965). et Acido 
mevalónico. se obtiene a su vez de acetil-CoA. la cual puede ser 
obtenida a partir de varias rutas metabólicas (degradación de 
carbohidratos. Acidos grasos y aminoAcidos>. Reichtein (1964>. en-.. 
centró que el suministro de Acido mevalónico 3- C a 
Di6itatis. producla digitoxigenina C:20 marcada. 

Plantas de 

En aNos reciefltes. la bioslntesis de cardenólidos se ha in­
vesti~ado •n v•rioa laboratorios. En plantas de D. Lanata, la 
pr•gn•lolona fue mat•bolizad• a ~~-pr•gnano-3.20-diona as! como a 
cardan6lidos. La D. Lanata, tambi•n convierte la progest~rona a ~~ 
-pregnano-3,20-diona y a ~~-pregnano-3-ol-20-ona, estos dos com­
puestos son incorporados a los cardmnólidos. Por lo tanto. se ha 
propuesto la siguiente ruta biosintética para la producción de 
carden6lidos, a partir de pregnenolonas 

Pragnenolona -----t progest~rona ~ 5p-prcsnono-3,20-diona ~ 

5~-pregniano-3-ol-20-ona __,. 5~-pregnano-3.14-diol-20-ona -

5~-pregnano-3,14.21-triol-20-ona ____,. digitoxigenina _____. 

digitoxina. <Hirotani, 1975>. 

La oxidGción de la posición C-3 d• la pregnenolona. para For­
ma .. progaater·on;;r,, o:: un paso obligetot"'to P•t"'a la bio•intesis da 

< 
carden61idos <Caspi y Hornby. 1968>. La reducción del enl~4f"'·A de 
la progasteronB. da lugar a la ~ormaciOn de 5a-H-pr~ano-3,20-
diona y 5~-H-pregnano-3.20-diona <Graves y Smith~ 1967>. 
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En DtsitaLts. los isómeros radioactivos 5a son nueve veces 
mayores que los isómeros 5~ <Bennett y col, 1968), y en otras es­
pecies vegetales, solamente se recuperan isómeros So (Stohs y 
El-Olemy, 1972). En el siguiente paso. que es la formación de 
5~-pregnano-3-ol-20-ona, otra vez los isómeros 5a, muestran mayor 
radioactividad cuando se suministran precursores marcados. Esas 
observaciones crearon muchas dificultades, ya que los cardenólidos 
principales en Disital~s son derivados 5~. 

El 5uministro de 5~-pregnano-3.20-diona y S~-pregnano-3-ol-20-
ona, fue convertido a digitoxigenina. digoxigenina y gitoxigenin~. 

La introducción del grupo 14~-hidroxilo, precede a la formación 
del anillo butenólido. y el intermediario mAs probable es 
3~-pregnano-3,14-diol-20-ona. La introducción del 14~-hidroxilo, 

0(14.) 

no comprende un intermediario A 
(Aberhart y col., 1973>. 

14.Ct!!S> 

, u otra insaturación 6 

La parte 9lucosidica, de los cardenólidos comprende azúcares 
tales como glucosa o del tipo 2-deoxiglucosa. El enlace glucosidi­
co siempre es~ con el C-3 de la aglicona <Luckner, 1980). La fi­
gura 3 muestra los principales intermediarios, en la biosintesis 
de los cardiotónicos. 

1.5. Metabolismo y acción inotr6pica. 

El metabolismo de los cardiotónicos, se efectúa principalmen­
te por enzimas en el h19ado. Ningún cambio toma lugar en el sitio 
de acción, que es principalmente el corazón, por lo cual no se ha 
encontrado ninguna relación, entre el metabolismo y su mecanismo 
de acción. 

Las principales rutas del metabolismo de los cardiotónicos, 
compranden las hidroxilaciones en varios centros de la estructuras 
excepto ol anillo lactona el cual no se afecta. La hidroxilación 
en 12n dM l~ di~itoxig~in~, provoca que el compuesto liposolubla 
se convierta en un derivado polar, el cual es excretado mA5 Tacll­
mente. El 3~-oxidrilo, es otro sitio de acción enzimatica, el 
cual da un producto 3~-hidroxilo inactivo. y este mecanismo se 
considera como una detoxificación. La unión del azúcar al 
3~-hidroxilo, actúa como un grupo protector. Ya que evita la epi­
merización y por lo tanto los glucósldos presentan una duración 
mAs prolongada <Burger. 1984>. 

El efecto inotrópico positivo de los cardiotónicos, consiste 
en aumentar la fuerza de contracción del miocardio. Lo~ efectos 
resultantes son: un incremento del gasto cardiaco. disminución del 
tamaNo d•l corazón. di•minución de la presión venosa y del volumen 
••n~u1n•o. diur•ais y alivio d•l •d•m• (Goodman, 1970>. 
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·masa desorganizada a la que se denomina callo. Dicho tejido callo­
so. puede ser mantenido por subcultivos (cultivo de tejidos>. Las 
células del callo. pueden mantenerse por subcultivos rutinarios Y 
ser transFeridas a un medio liquido similar. y agitarse de tal ma­
nera que se distribuyan en Forma homogénea en el liquido <cultivo 
de células en suspensión>. Tales células son en teoría totipoten­
tas. esto es. la planta completa puede regenerarse al proporcio­
nArsale las condiciones ambientales apropiadas. Concomit.antentente, 
dichas células deben tener el potencial para sintetizar cualquier 
compuesto asociado con la planta completa. Esta es la caracteris­
tica central que ha orientado al cultivo da células veeet.ales 
hacia la comercialización CAllan. 1985). 

En la década de lo» treintas empezaron a aparecer pubJi~cio­
nes sobre la posibilidad de usar el cultivo de célulaz como un 
sistema para la sintesis de productos naturales, pero Fue hasta 
1956 que Rutier y Nickell expusieron el proce:o dotüllad•m~te. en 
una patente de P~izer. Después de esto, aparecieron mAs Y rná.s re­
portes. sobre especies cultivadas y seleccionadas para producir 
los compuestos deseados. Una revisión de la literatura de 1972 a 
1973, reveló que muy pocas lineas celulares. eran capaces de sin­
tetizar los productos de interés comercial caracteristicoa de la 
planta madre. Sin embargo. donde ocurria la sintesis, las concen­
traciones del producto, eran excesivamente bajas. A ~inales de la 
década de los setentas. la situación cambió substancialmente; ya 
que empezó a incrementarse el número de reportes. donde los culti­
vos de células en suspensión sintetizaban los productos deseados~ 
a niveles aproximados. o aún mayores que los de la Planta intacta. 

Esta misma década marcó el desarrollo del crecimianto en gran 
•scGla. y el procazo tecnol69ico para el cultivo da cOlulas vege­
tales. Investig~dores japoneses. estudiaron el crecimiento de 
células de tabaco, en un reactor agitado convencional CCSTR> de 20 
litros CKato, 1975>. Un grupo de investigadores alemanes, ensayó 
el reactor agitado con aire. para aplicarlo en un sistema de cre­
cimiento~ en gran escala para este tipo de cultivos. Numerosos la­
boratorios. empezaron a explorar los sistemas de células vegetales 
inmovilizadas. Otros grupos regresaron a investigaciones bAsicas 
de Fisiologia y bioqutmica celuler, ~=1 co;;o de la r~lación que 
existe~ entre el crecimiento y la bios1ntQ$is de productos natura­
les CFowler. 1984). 

1.6.2. Iniciación del cultivo y formulación del medio. 

Un punto clava para la iniciación del cultivo. consiste an 
empezar con un t•Jido sano. sin dano•y tener una técnica efectiva 
para eliminar la microflora del tejido. 

Un desarrollo importante en la metodología del cultivo de cé­
lulas vagetales en a~os recientes. ha sido la Formulación d• 
medios qu!micoa definidos. Dichos medios contienen los siguientes 
componentes: 



• • 
a> macronutrientes <K • Na , 

%+ Z+ 

b) micronutrientes <Al • 8 

C1 

11 

' Z+ 

Co 

PO• 

> 

e> fuente de carbono (sacarosa, glucosa) 
• 

d) fuente de nitrógeno <Nos , NH• , 91utamato> 

e) reguladores de crecimiento <auxinas y citocininas) 

f> vitaminas y aminoácidos (tiamina, glicina>. 

La formulación del medio, afecta no solamente la iniciación 
del cultivo, sino tambiQn la velocidad de crecimiento. la forma­
ción de biomasa <en términos de productividad) y la sintesis de 
productos especificos. La mayor!a de loK productos derivados de 
las plantas, son metabolitos secundarios y su sintesis está tipi­
camente disociada del crecimiento. La consecuencia de ésto, es que 
el rógimen de cultivo (incluyendo la formulación de nutrientes>, 
que mejore el crecimiento celular. la velocidad de división y la 
producción de biomasa, no necesariamente incrementará el nivel de 
sintesis del producto natural. 

1.6.3. Crecimiento y producción de biomasa. 

Rendimientos de biomasa en un rango de S a 20 gramos de peso 
secoll. han sido reportados por numerosos investigadores. En par­
ticular Kato (1977) ha reportado rendimientos de 20 gil. y Fowler 
(1964> ha obtenido niveles de biomasa que exceden los SO gil, sin 
embargo, •s necesario se~alar que en lo que ae reriere a este Ql­
timo nivel de biomasa, el mezclado y el suministro de nutrientes 
son extremadamente ineficientes. 

Se han hecho intentos para el crecimiento del cultivo de cé­
lulas en suspensión en und ampliü v~ricded de fuentes de carbono, 
incluyendo azúcares refinados como glucosa, fructosa, galactosa, 
sacarosa, manosa y lactosa. AdemAs de otras fuentes de azúcares no 
refinados como son almidón, suero de leche, melaza y jarabes de 
azúcar CFowler, 1962; Sarkissian y Fowler, 1984). Aunque ocurre el 
crecimiento en las fuentes refinadas poco comunes como son manosa 
y lactosa. este crecimiento está rOstringido, comparado con ~aca­
rosa o glucosa. Existe una situaci6n similar con las ~uentes de 
carbono no r•f inadas. en el caso de la lactosa y el almidón, el 
bajo cracimiento parece ser que za debe a la baja actividad de la 
~-galactosidasa y la amilasa desrami~icadora respectivamente, en 
el medio nutritivo. Esto es muy desafortunado, ya que la capacidad 
para usar fuentes de carbono de bajo coato, haria una contribución 
importante en el área. Esto es debido a que un simple cálculo de 
costos, muestra que la fuente de carbono es probablemente la parte 
más cara del medio nutritivo. 
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AdamAs de la fuente de carbono. se ha mostrado que otros fac­
tores son importantes. influyendo directamente sobre la producción 
de biomasa. Estos incluyen el nivel de aireación y la fuente de 
nitrógeno. Kato. Shimizu y Nagai (1975> con cultivos de células de 
tabaco. muestran que hay una relación directa entre el coeficiente 
de transferencia de gas <KL~) y el rendimiento de biomasa. Para 
valores de KLG de 5-10/h. la relación entre el incremento del coe­
ficiente de transferencia y el rendimiento de biomasa es lineal. 
Mientras que Smart <1984>. con un cultivo de células en susp~nsión 
de Catha.ranthus roseus. encontró que hay una relación lineal entre 
la biomasa y el coeficiente de transferencia hasta un valor de 
2/h. Valores m~s altos. traen como consecuencia una disminución en 
el rendimiento de biomasa. Los trabajos de otros inve~tigadores, 

muestran qu• •d•mAs d•l ox1~•no. Ql nivol de bióxido de carbono as 
tambi•n un factor muy important•. 

La ~uenta de nitr69eno. a~ecta marcadamente el rendimiento da 
biomasa <Dougall. 1990). Noguchi y col. (1977>. reportaron que la 
naturaleza y el nivel de la fuente de nitrógeno. también afecta la 
velocidad de crecimiento. la cual es considerada en la productivi­
dad de la biomasa (peso seco/l/unidad de tiempo). 

1.6.4. Rendimiento del producto. su desarrollo y mejoramiento. 

De todas las facetas para el desarrollo de un proceso biotec­
nol6gico. ésta es la más importante. ya que el nivel del producto 
es crucial y debe presentar ventajas en términos de concentración 
y productividad. comparado con los procesos tradicionale~. 

Como moncionamo• anteriormente, an la d•c~dB de los setentas 
apar•cieron pocos r•portes aobr• cultivos que sintetizaban loz 
productos naturales des•ados, y donde ocurria la sint•sis los ni­
veles eran muy bajos. Adem•s s• hab1a hecho casi un dogma. que la 
sintesis de metabolitos 5ecundarios era improbable, al menos que 
el tejido presentara un estado de diferenciación avanzado o forma­
ción de órganos en el cultivo. La regeneración de la planta. a 
partir de los cul~ivos. producia el mismo espectro de productos 
que la planta madre. Esto sirvi6 para demostrar que la habilidad 
para sintetizar los productos. no se perdia durante el cultivo y 
por algunas razones desconocidas. no se expresaba. 

Aunque recientemente. se ha incrementado el número de repor­
tas. sobre cultivos de células en suspensión que sintetizan los 
productos deseados, hasta ahora no ha ~ido posible definir. las 
condiciones precisas para el desarrollo de tales sistemas. Sólo 
han POdido establecerse tres condiciones distintas. todas basadas 
en asociaciones morfológicas, las cuales pueden dar como resultado 
la s1ntesis de productos naturales. Dichas condiciones se presen-
tan a continuación: · 
- donde el desarrollo del tejido u órgano es. hasta el momento. un 

requerimiento absoluto. 
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donde el cultivo se caracteriza. por algún grado de diferencia­
ción celular. 

- donde no se presentan seNales aparentes de desarrollo o diferen­
ciación. y el cultivo tiene la apariencia de un grupo de células 
meristemfi.ticas. 

La estrategia que ha sido muy adoptada. para desarrollar cul­
tivos celulares de altos rendimientos. tiende a seguir la práctica 
microbiana tradicional. mostrada en la figura 4. 

SELECCION DE PLANTAS CON ALTOS RENDIMIENTOS 

! 
ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO A PARTIR DE LAS 

PLANTAS SEL!CCIONADAS 

SELECCION DE CLONAS DE ALTO RENDIMIENTO ---- ----SELECCION AL AZAR EN 
BASE A INESTABILIDAD 

MANIPULACION PARA OBTENER 
ALTOS RENDIMIENTOS 

/ ~ 
TECNICAS 

MUTAGENICAS 

LINEAS CELULARES ESTABLES 
CON ALTOS RENDIMIENTOS 

Fig. 4. Estrategia de selección para lineas celulares 
con altos rendimientos <Fowler. 1984). 

MANIPULACION 
FISIOLOGICA 

La selección de un material apropiado. para la iniciación del 
cultivo ha sido un tema de mucha controversia. Hasta hace pocos 
anoG. habia dos puntos de vista totalmente opuestos. El primero 
mantenJ.a, que es necesario usar plantas con rendimientos o.ltos del 
producto para la iniciación del cultivo <Zenk. 1977>. El segundo 
~ost•n1a, qua •sto no es nece•ario y qua a través de la 5elecci6n 
y clonacion, podria ••r posibl• obt•n•r lineas celular•• con altos 
r•ndimi•ntoa. parti•ndo de plantas con un bajo contenido del pro-
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dueto CDoller. 1978). Experimentos más cuidadosos por el grupo de 
Dougoll (1980>. han mostrado que el primer punto de vista es el 
más acertado. Es decir. se obtendrán cultivos con altos rendimien­
tos. partiendo de material vegetal que presente un alto contenido 
del producto. 

Una vez que se ha iniciado el cultivo. la metodología clási­
ca. consiste en seleccionar la población de individuos con altos 
rendimientos del producto. clonar y desarrollar la población. Sin 
embargo, para el desarrollo de esta metodologla se presentan las 
siguientes restricciones: primera. la velocidad de crecimiento 
lenta de las células hace que se di~iculte el desarrollo de gran­
des poblaciones celulares: segunda. la clonación celular. se ha 
establecido recientemente para las células vegetales. y es difi­
cil• y tercera. lBs concentraciones de los productos deseados en 
células simples. son tan bajas que no se pueden detectar por las 
técnicas analiticas cl~sicas. 

Aunque es muy dudoso si el problema de la velocidad lenta de 
crecimiento podrá ser superado. las tácnicas para producir clonas 
se han mejorado. y. quizA el avance mas importante. ha sido la im­
plementación de técnicas de detección. como el radioinmunoanalisis 
CZenk y col •• 1977>. que ha permitido analizar una gran variedad 
de cultivos y productos con mucho éxito. 

Algunos constituyentes del medio. han mostrado afectar el 
rendimiento del producto, de los cuales la fuente de carbono. 
nitrógeno. el nivel de fosfatos y el contenido de fitohormonas han 
sido los más estudiados. Mantel! y Smith C1993b>. han revisado el 
tema completamente y las caracteristicas sobresalientes se discu­
ten a continuación. 

Fuente de carbono. 

Se ha mostrado qua la natural•za y la cantidad de la fuente 
de carbono a~•ctan el rendimiento dal producto. En particular, el 
incremento en los nivelas de sacerosa tiende a mejorar el nivel de 
la sintesis del producto. La glucosa. aunque tiene el mismo eFecto 
sobre la productividad de biomasa a concentraciones equimolecula­
res respecto a la sacarosa. no sólo no afecta la sintesis del pro­
ducto. sino que puede inhibirlo (Mantel! y Smith. 1983a). Zenk y 
Y col. (1975>. observaron que se mejoraba el nivel del alcaloide 
isoquinolina en cultivos de C.roseus. incrementando la concentra­
ción de sacarosa. También se encontró que un aumento en los nive­
les de sacarosa. tenia un efecto positivo, sobre la sintesis de 
nicotina <Mantel! y Smith. 1993b)J diosgenina <Tal y Golberg.1983) 
Y la producción de polifenoles (Davies. 1972>. Sin embargo. tam­
bién hay excepciones; en el cultivo de Solan~n ariculare un incre­
mento en sacarosa no mejora la producción de asteroides. No se en­
tiende todavia, cual es la naturaleza precisa. del efecto de la 
concentración de sacarosa sobre la sintesis del producto. 
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- Macronutrientes. 

En general, una disminución en los macronutrientes 
tales como fosfato, nitrato y amonio, tiende a mejorar el 
miento del producto. Esto esta generalmente acompa~ado, 
disminución en la velocidad de crecimiento. 

claves., 
rendi­

por una 

Knobloch y Berlin (1901., 1983)., al trabajar con cultivos de 
C.roseu.s y Nicotiana tabacum., mostraron que bajos niveles de fos­
fatos en el medio de inducción., disparaban la producción de meta­
bol itos secundarios. permitiendo un incremento substancial en 
triptamina., alcaloides indólicos., nicotina y fenoles. Espec~fica­

mente., ellos observaron un efecto marcado., a bajos niveles de fos­
~ato sobre las enzimas claves de la sintesis de los metabolitos 
secundarios. Mantel] y Smith C1983bl han ~ugarido que el efecto 
general de los bajos niveles de fosfato. sobre la bios1ntesis de 
metabolitos secundarios. puede ser el resultado de una disminución 
de las pozas de fosfato internas. Este efecto a su vez. baja la 
carga energética celular y desreprime la s!ntesis enzimAtica de 
los metabolitos secundarios. Aunque hay muchas observaciones que 
muestran el efecto anterior. hay otras que indican el efecto con­
trario. Por ejemplo. Hagimori. Matsumoto y Obi <1982>. observaron 
aumentos en el crecimiento y contenido de digitoxina. cuando in­
crementaron tres veces la concentración de fosfato. 

Aunque en general. la disminución en los niveles de nitrógeno 

mejora la síntesis de matabolitos secundarios. no hay un patrón 
consistente. que emerja entre las direrentes fuentes de nitrógeno 
a varias concentraciones. Una gran variedad de ruantes de nitróge­
no. se han usado para el medio de cultivo de células vegetales. 
desde fuentes inorgAnicas como nitrato y amonio. hasta una amplia 
variedad de aminoácidos y mezclas complejas de éstos. 

- Reguladores de crecimiento (fitohormonas>. 

Se sabe que los reguladores de crecimientop tienen un efecto 
proYundo sobre el rn~t~boli:~o primürio y secundario de las plan­
tas. La gran mayor1e de lo5 cultivos celulares. muestran por ellos 
un requarimiento absoluto. De todos los reguladores de crecimiento 
la auxina sintOtica Ácido 2.4-diclorofenoxiacéttco 12.4-DJ. tiene 
el afacto genaral de suprimir la s1niesis de productos neturalez. 
y se conocen muchos ejemplos de ésta acción. 

Zenk. El-Shagi y Schulte (1975>. trabajando con cultivos de 
Horinda citrofolia. encontraron que el 2.4-D. suprime totalmente 
la producción de antraquinona. En contraste al eTecto del 2p4-D. 
estA el efecto positivo sobre la sintesis de metabolitos secunda­
rios. muchas veces observado con otras auxinas. tales como el áci­
do indol-3-acético IAIAJ o el ácido naftalén acético IANAJ (Kami­
mura y Nishikawa. 1976>. 
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Las citocininas (grupo de reguladores diferente de las auxi­
nas>. manifiestan un efecto diferencial. dependiendo del metaboli­
to y origen de la linea celular. Constabel. Shyluk y Gambor (1971) 
reportaron que un nivel ligeramente elevado de cinetina. tiene un 
efecto estimulante. sobre la producción de antocianina en cultivos 
de Scopot(a maxima. En contraste. Shiio y Otha <1973>. encontraron 
que niveles elevados de cinetina. suprimen totalmente la s1ntesia 
de alcaloides en cultivos de N. tabacwn. 

También se ha argumentado que la asociación célula-célula y 
la producción de caracterlsticas morfológicas diferentes. pueden 
jugar (junto con la actividad de los reguladores de crecimiento) 
una parte clave en el desarrollo de sistemas que sinteticen meta­
bolitos secundarios <Lindsey y Voeman, 1983). Los datos definiti­
vos, que indiquen un efecto claro sobre la s1ntesis de productos 
naturales son escasos. Existen varios problemas en esta ~rcn. pri­
mero, el nivel efectivo del regulador de crecimiento en las célu­
las vegetales. eutá por abajo de los limites de detección. Segun­
do. existen pocos datos disponibles, los cuales indiquen el 
destino del regulador, una vez que se ha aplicado a los cultivos y 
finalmente, está la ausencia de un modelo bioquímico de acción de 
los·reguladores de crecimiento. Esto nos indica, que hay una nece­
sidad urgente de tener una mejor comprensión de la bioquímica de 
la acción de los reguladores. 

A pesar de la escasez. de la información básica de los facto­
res que afectan el rendimiento del producto, la adopción en los 
últimos aNos de las tócnicas microbianas empíricas, han permitido 
mejorar los rendimientos del productO. 

1.6.S. Estructura y fisiologia celular. 

El gran tamaNo y la lenta velocidad de crecimiento de las cé­
lulas vegetales. las coloca en un rango diferente de consider~ción 
cuando se comparan con las células microbianas. Respecto al gran 
tama~o de las células vegetales. numerosos autores han seftalado, 
que dichas células tienen un volumeri e!rcdcdor de 200000 veic&s más 
grande que una célula de E.coli <Petiard, 1979). Las diferencias 
entre las células vegetales y microbianas se muestran en la tabla 
1. 

Una faceta importante en los cultivos de células vegetales. 
es el nivel da agrupamientos celulares, que se obsorvan en casi 
todos los cultivos. Las células individuales se Pr•sentan muy 
raramente. En su lugar. es t~pico encontrar grupos que contienen 
de 2 a 100 células. El grado da hetarogeneidad causado por astas 
agrupaciones celulares, hace que sea extremadamente dificil, si no 
es que imposible. el uso de técnicas twrbidométricas para estable­
cer el crecimiento del cultivo. 
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La pared exterior de celulosa de las células vegetales. las 
hace suceptibles a los esFuerzos de corte. En consecuencia. hay 
una tendencia general. a usar los bioreactores con características 
de bajos es~uerzos de cortQ <Wagner y Vogelmann. 1977; Martin. 
1980• Scragg y Fowl•r• 1994>. 

Las células vegetales tienen 
baja qua las células microbianas. 
de oxigeno. 

una .. actividad metabólica má.s 
y por lo tanto una baja demanda 

TABLA 1. COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS MICRO­
BIANAS Y VEGETALES. 

Características 

Tamarro 

Cel. microbiana 

• 2 µm 

Cel. individuales muchas 

Cree:. da cel. indivi- si 
duales en coloniaz 

Tiempo de doblado > 1 hora 

Densidad del inóculo paquel"l'o 

No. cromosoma! haploide/diploide 

Sensibilidad al insensible 
es,uerzo de corte 

Variabilidad en 
el cultivo 

Desarrollo 

Aireación 

Formación del 
producto 

más o menos 
estable 

egporas. pseudo 
micelio 

al ta,. 1-2 v/v/m 

muchas veces 
soluble en el 
medio. 

Ce!. vegetal 

" . > 10 µm 

normalmente agrupadas 

no muchas 

d!as 

10-35 r. 
del cultivo total 

mezcla de haploide,. 
diploida,. poliploide 
y anaploide. 

sensible 

puede variar mucho 

organogenesis 
embriogenesis 

baja,. 0.2-0.3 v/v/m 

vacuo la 
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1.7. Producción de cardiotónicos a partir del cultivo de tejidos y 
células vegetales. 

El primer estudio sobre e5ta área de investigación. se remon­
ta a 1962 con Staba y col •• quienes reportaron las condiciones óp­
timas para la inducción de tejido calloso de Disitalis sp .• Unª"º 
después. Staba y Lamba, describen el establecimiento del cultivo 
en suspensión de D. purpurea y D. tanata. 

Posteriormente los trabajos publicados sobre este tema, men­
cionan que los cultivos de células indiferenciadas. no producen 
cardiotónicos, o producen solamente trazas de ellos. 

En 1977 Hirotani, demuestra por vez Primera que la producción 
de cardenólido~ se resteblece, cuando el tejido calloso se redife­
renc1a a brotas. Este hecho fue confirmado mAs adelante por Lui y 
Staba (1979>. en sus investigaciones sobre el establecimignto de 
tres lineas celulares. Ellos reportan. que el cultivo de células 
desorganizadas de D. lanata. produce 0.06 mg de digoxina X peso 
seco. mientras que el cultivo de raices. presenta 1.9 mg de digo­
xina % peso seco. y finalment¿ el cultivo de hojas. muestra una 
producción de digoxina de 9 mg ~ peso s.eco. 

Con el objeto de hacer una investigación mas profunda. sobre 
los mecanismos de producción de cardenólidos. por cultivo de célu­
las en suspensión de Dtsitalts; Furuya y Kamaguchi (1973>. repor­
taron que la progesterona era transformeda a So-pregnano-3.20-dio­
na. So-pregnano-3-ol-20-ona y sus 9luc6sidos correspondientes. 
Como el primer paso en la bioaintesis de carden6lidos. en laa 
plantan de Di6italts. es la raducci6n d• la pro9asterona • 
5~-pregnano-3.20-diona, sus resultados sugerian. que la reducción 

• 
estaroaspecifica A , para dar la fusión del anillo A/B Cis, astA 
bajo un control enzimAtico astricto. Posteriormente examinaron el 
metabolismo del 5~-pregnano-3,20-diona <I> y del 5~-pregnano-3-ol-
20-ona <II>. intermediarios claves en la ruta biosintética de los 
cardenólidos CMirot~ni y Furuya. 1975). Para este estudio. usaron 
dos cepas d~ tejido calloso de O.purpurea, una normal que requ~­
ria auxinas y citocininas, y otra habituada que no necesitaba para 
su crecimiento de ningún regulador~ En los cultivos de sus dos ce­
pas, demuestran que la transformación de lós metaboÍitos I y XI, 
no procede hasta el final de la ruta biosintética •. Ellos observan. 
que la transformación se detiene unos pasOs adelante, con la co­
rrespondiente formación de sus glucósidos. Por lo cuál concluyen. 
que los pasos principales de la bioslntesis da carden6lidos que 
ocurren en la planta intacta de Di~itatis. ast~n inhibidos en los 
cultivos indiferenciados. tanto en la cepa normal como en l~ habi­
tuada y adem6s qua le biosintaais de astos compuestos, no parece 
estar r•~ulada por ~itohormonas exóganas. 

Yoahikawa y Furuya <1979>. realizaron un estudio enzim6tico, 
sobra la purificación y propiedades de la eateroltUDPa glucosil 
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transferasa. E~te estudio lo efectuaron. en un cultivo de células 
de D. purpurea y en la planta intacta. encontrando que ambas 
enzimas tienen propiedades muy similares. por lo tanto concluyen 
que no es la glucosil transferasa. la que esta inhibiendo muchos 
de los pasos de la ruta biosintética en los cultivos celulares; 
sino que mas bien parece que esta inhibición. puede deberse a una 
compartimentación incompleta en dichos cultivos. 

Los estudios más recientes. han sido eTectuados por un grupo 
de investigadores japoneses. encabezados por Hagimori. En su pri­
mer reporte. demuestran una vez más. que el estado de rediTeren­
ciaci6n a brotes. es el mas adecuado para la síntesis de cardenó­
lidos (Hagimori y col •• 1980>. En 1982. Ha~imori. Matsumoto y Obi. 
reportaron el a~tablccimiento da cuatro linaaz celulares. Estas 
lineas celulares. f'ueron los cultivos redi ferenciados a brotes: 
verdes y blancos. y los cultivos indiferenciados verdes y blancos. 

Su estudio muestra. que los cultivos verdes. ya sean rediferencia­
dos a brotes o desdiferenciados. tienen el mismo contenido de clo­
rofila y actividad de la ribulosa difosfato carboxilasa. Sin em­
bargo. observaron que la cantidad de digitoxina en los primeros, 
era de 40 µg/g peso seco, mientras que en los cultivos verdes 
desdiferenciados, era de 0.10 µg/g peso seco. siendo este conteni­
do aproximadamente igual al de un cultivo blanco desdiferenciado. 
En base a estos resultados. los autores sugieren que los cloro­
plastos no son esenciales, para la sintesis de la digitoxina. Tam­
bién reportan que el grado de diferenciación a brotes, es paralelo 
al gredo da formación del carden6lido. En e~tudios posteriores, 
Hagimori y col.<1982>. optimizaron el medio de cultivo. para la 
producción de cardiotónicos y en 1984 Hagimori, Matsumoto y 
Misaki, probaron el cultivo verde rediferenciado a brotes, en un 
fermentador tradicional agitado mecAnicamente (CSTR) de 2.5 1, 
ésto lo hicieron para determinar. la factibilidad de escalar el 
proceso. En esta investigación, seNalan los problemas que presenta 
este tipo de sistema. en lo que se refiere. a la heterogeneidad 
del cultivo y a las condiciones de iluminación. 

1.0. Biotransformaci6n de glucósidos cardiacos mediante el cultivo 
de c6lulas vegetal•~· 

La biotransformación as una técnica. la cual utiliza las en­
zimas localizadas en las células vegetales, para alterar los gru­
pos quimicos funcionales de los compuestos suministrados externa­
mente. Dicho biotransformaci6n, se usa en muchos casos para incre­
mentar la actividad biológica de un compuesto. y comprende la ac­
ción de una o varias enzimas acopladas en una secuencia que permi­
te ejecutar. una serie de reacciones quimicas especializadas. 

Las reacciones de biotransformación usualmente son estereoes­
pecL ~icas. Y comprenden procesos tales como oxidaciones. reduccio-
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nes, hidroxilaciones, metilaciones, glucosilaciones, desmetilacio­
nes, esterificaciones, epoxidaciones, isomerizaciones Y saponiFi­
caciones <Morris, 1984> 

1.a.1. Transformación de agliconas. 

La biotransformación de la digitoxigenina (Figura S>, ha sido 
reportada por varios investigadores, usando cultivos celulares ob­
tenidos de plantas que contienen carden6lidos <Furuya, 1978; Stohs 
y Staba, 1964; Alfermann, 1977>, asl como de plantas que no los 
contienen <Jones y Veliky, 1978>. La hidroxilaci6n de la digitoxi­
genina en c-.12, por cultivos de células de D. Z.ana.ta fue reportada 
por Alfermann y col. <1977)J quienes además observaron que al adi­
cionar digitoxosn. ocurre la formación del digit6xido. Si no se a­
diciona digitoxosa. ocurre una glucosilaci6n <Doller. 1977; Furuya 
1978>. as! como la oxidación a digitoxigenona <Stohs y Rosenberg, 
1975). 

La ~ormación de digitoxigeningluc6sido y digitoxigenona. ha 
sido reportada también por Doller (1977>. con cultivos celulares 
de Thsvetia y por Furuya (1978). usando cultivos de D. purpurea. En 
el último caso. so ha demostrado la formación adicional de epidi­
gitoKiganina. epidigitoxigenin-~-D-glucósido. S~-hidroxi y 7~-hi­
droxi-digitoxigenina. Jones y col. C1978>. han reportado biotrans­
formaciones muy rápidas de la digitoxigenina por cultivos celula­
res de Cannabis sativa. Ipomoea sp. y Dauc\LS carota. El producto 
fue identificado. como S~-hidroxi-digitoxi9enina Cperiplogenina). 

As!, observamos que los patrones de biotransformación de la 
digitoxigenina, con cultivos de células vegetales son muy simila­
res a los obtenidos con los microorganismos <Gorlich, 1973; Char­
ney, 1967; Izuka, 1969), excepto la formación de glucósidos~ 
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1.8.2. Transformación de triglucósidos. 

La transformación de los trigluc6sidos cardiacos. por culti­
vos celulares de DLBitatis y Theuetta. ha sido investigada inten­
samente por Furuya (1970. 1972) y el grupo de Reinhard (1974. 1975 
y 1980>. 

La figura 6. resume los diferentes patrones de biotransforma­
ción encontrados. usando como sustratos digitoxina. digoxina y gi­
toxina. En todos los casos investigados. estos "glucósidos secun­
dar íosº son glucosilados. D.mertonansis y D.purpu:rea. son capaces 
de hidroxilar la digitoxina y el purpúrea glucósido A <PA> en 
C-16. produciendo gitoxina y purpúrea glucósido B CPB> respectiva­
mente. En el caso de D.purpurea. ademAG se observó la transforma­
ción de digitoxina a gitoxinap PA y PB (Furuya. 1970). 

Los cultivos celulares iniciados de plantas que contienen la­
nat6sidos, como son D.car(en.sis ssp. trajana. D.Brand(/tora. D. ta_ 
nata. D. tutea ssp .. tutea y D.paruL/torap acetilan PA. PB y aldea­
cetil lanatósido C <DC> a los correspondientes lanat6sidos. Mien­
tras que los cultivos celularesp que provienen de plantasp que 
contienen los llamados glucósidos c. hidroxilan los glucósidos A 
en c-12. y por lo tanto DC y el lanatósido C <LC>, pueden encon­
trarse junto con la digoxina. Esta última. se puede obtener por 
una hidroxilación directa de la digitoxina, o por deacetilación 
y desglucosilación de LC y DC. Las cantidades de estos productos, 
difieran signi~icativamenta de cepa a capa. Los cultivos celulares 
de D. tut9ap también hidroxilan el lanatósido A en C-16, producien­
do el lanatósido B. Esta reacción no se presenta en los cultivos 
de células de D. tan.ata y D. teucophaea, debido quizá a que estas 
cepasp se han aislado de plantas que contienen cantidades bajas de 
glucósidos B. Sin embargop la gitoxina es glucosilada y acetilada 
por cultivos celulares de D. tanata. a purpúrea glucósido B y lana­
tósido B. 

Por otro lado, los cultivos celulares de D. merton.ensis son 
capaces de glucosilar digoxin~ ~ DC. esta reacción no ocurre en la 
planta. debido a que ella es incapaz de producir el precursor de 
digoxina. 

La a-acetildigitoxina (figura 7>p as glucosilada por cultivos 
de D. tan.ata a lanatósido Ap al cual a su vez as hidroxilado a la­
tanósido c. El substrato ec simultAneem•nta daacetilado a digito­
xina. esta última es entonces glucO$ilada a purpúrea glucósido Ap 
el cual puede ser hidroxilado a DC. E&tas últimas reacciones han 
sido reportndns por Reinhard y col. <1974, 1975>. 
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1.0.3. Transformación de tetraglucósidos. 

El lanat6sido A (figura 8) es metabolizado rápidamente por 
cultivos celulares de D. tanata, los patrones de biotransformaci6n 
encontrados, dependen de las cepas y de las condiciones del culti­
vo. Bajo condiciones de luz, la cepa 72L produce LC. PA y DC; mi­
entras la cepa 720 <condiciones de obscuridad> solamente forma LC, 
sin observarse los productos deacetilados <Reinhard, 1974, 1975). 

Alfermann y col. (1972>. encontraron que despuós de aplicar 
LA (figura 9), los cultivos celulares de D. tutea, producen a-ace­
tildigitoxina y a-acetildigoxina, adem~n da. lanatósido c. 

1.8.4. Selección de cepas de Di6Ltatis en base a su c~pocidad de 
hidroxilaci6n. 

La hidroxilación en C-12 de los glucósidos A. es la reacción 
m~s importante desde un punto de vista medicinal. El uso de esta 
reacción a escala biotecnológica. debe llenar el prerequisito de 
que el sustrato administrado sea transformado rApida y totalmente 
a un sólo producto. La digitoxina se presenta como un sustrato 
ideal. debido a que se obtiene durante el aislamiento de la digo­
xina. Anteriormente. se mostró que la digitoxina es transformada a 
diferentes productos. y que la hidroxilaci6n en C-12 es incomple­
ta. Por lo que Al~Grmonn (1977> y Heins <1978>. investigaron la 
biotrans~ormaci6n da di~erantes darivados de digitoxina~ sus pri­
meros experimentos mostraron que la ~-metildigitoxina. era trans­
formada cuantitativamente a p-metildi~oxina. Esta Oltima es usada 
como medicamento. y hasta ahora es obtenida por la metilaci6n quí­
mica de la digoxina. 

Usando cultivos en suspensión. estos autores hicieron una se­
lección de cepas, con el propósito de encontrar lineas celularea 
con mejor capacidad de hidroxilación. Estos cultivos se iniciaron 
con plánta~ de alto contenido de glucósidos c. estableciendo tres 
tipos de cepas. 

a> cepas que efectóan reacciones da desmetilaci6n y glucosilación 
(figura 10). 

Este primer grupo de capas (128. 293BHL. 447. 445. 130, 228. 
soe y 216>. carecen de la capacidad d• hidroxilar la ~-matildigi­
toxina en c-12. solement• la d•smetilan y glucosilan produciendo 
el purpúrea glucósido A. La cepa 447. también produce lanatósido A 
en muy pequa~as cantidades. En los experiracntos con la cepa 216. 
solamente pudieron detectarse trazas de PA y casi todo el sustrato 
aNadido permaneció inalterado (Heina. 1978). 
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b> Cepas que realizan la hidroxilaci6n en C-12,, conectada simultA­
neamente con desmetilaciones. glucosilaciones y acetilaciones 
<f'i9ura 11>. 

Las cepas 9-14,, 10-2,, 347,, 82,, 72L. 293,, 23-17,, 364~ El,, E2 y 
22-6 de D. tan.ata representan un segundo grupo,, cuya característica 
reside en la capacidad de hidro>~i lar el sustrato en C-12. Sin em­
bargo,, simultáneamente estas cepas desmetilan la ~-metildigitoxina 
y la glucosilan a purpúrea glucósido A. Por otro lado,, el producto 
principal de la reacción puede ser PA <con la cepa E2> o ~-metil­

digoxina Ccon la cepa 9-14). También pueden formarse peque~as can­
tidades de LC o OC <Heins,, 1978). 

e> cepas que efectúan la hidroxilación selectiva en C-12 
12). 

(figura 

Un tercer grupo de cepas. 291. 287. 285 y 72D de D. lanata 
hidroxilan el sustrato casi cuantitativamente a n-metildi9oxina .. 

Tales cepas fueron seleccionadas. para la 
un proceso técnico de biotransformaci6n de 
<Alfermann y col •• 1977; Heins. 1978). 

implementaci6n 
glucósidos A a 

1.8 .. 5 .. Biotransformación de ~-metildigitoxina en bioreactores. 

de 
e 

El propósito de usar las reacciones 
efectuadas por cultivos de células vegetales 
condujo a varios investigadores a reproducir 
resultados obtenidos con matraces agitados .. 

de biotransformaci6n. 
en una escala mayor. 
en bioreactores 7 los 

En la mayoria de los casos reportados, f'ueron usados bioreac­
tores agitados mecAnicamente (Kato. 1975; Vasuda, 1972; Naguchi, 
1977>, asi como también columnas burbujeadas <Kato y Shimizu. 
1975> y reactores "airlif't" <Wagner. 1977; Vogelmann. 1978>. 

Wahl <1977>. reportó que los cultivos celulares de Di.s"LtaLis. 
son sensibles a la agitación y no pueden por lo tanto efectuar las 
reacciones de biotransf'ormaci6n en reactores con agitación mecáni­
ca. El reactor "airlift" .. que se caracteriza por dar bajos esfuer­
zos de corte. fue usado por Wagner y Vogelm~nn. quienes mostraron 
que la f'ormaci6n de metabolitos secundarios. por cultivos celula­
res de l'forinda. fue mo\s;. alta en este r•actor que en cualquier otro 
l.ipo .. Por lo tanto. los axparimentos posteriores. con cultivo~ de 
Di.Bitali.s. se efectuaron en un reactor "airlift" con un volumen de 
Lrabajo de 20 litros .. Las cepas probadas fueron la 72L. El. 291 y 
287. que al igual que en los experimentos a nivel de matraz. difi­
rieron grandemente una de otra con respecto a su capacidad de 
hidroxilaci6n .. A pesar de algunas desviaciones. en general los re­
sultados obtenidos con cultivos en ~atracas pudieron reproducirse 
en el bioreactor .. En contraste a los experimentos a nivel de 
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matraz. la cepa 72L produjo cantidades bajas de ~-metildigoxina, 
cuando se a~adió ~-metildigitoxina durante la fase de crecimiento 
y no se reguló el pH; siendo el producto principal purpúrea glucó­
sido A. En los experimentos, ajustando el pH a 6, solamente ocu­
rrla la hidroxilación en C-12, y después de 24 dias de incubación 
se obtenian aproximadamente 20 mg/l de ~-metildigoxina. 

En los cultivos con las cepas 291, 347 y 287, no fue necesa­
ria la regulación del pH durante la fase de crecimiento y estacio­
naria, para la producción de ~-metildigoxina. Dicha producción fue 
de 1.96 g a los 11 dlas de incubación con ~-metildigitoxina, la 
cual fue a~adida cinco veces en dosis de 800 mg durante el periodo 
de incubación. 

Con la cepa 287 se obtuvieron velocidades altas de biotrans­
formación, dicha cepa, pudo transformar incubaciones repetidas de 
40 m9/l de medio del sustrato en un periodo de dos dias. A los 
cinco dia5 del cultivo, fue adicionada la (1-me:t.ildigitoxina disu­
elta an •tanol y posteriormente la adición se realizó cada tercer 
dia. de tal manera qua a los 26 dlas de incubación !!Se produJeron 
400 mg/l de (1-metildigoxina. Este proceso se mejoró posteriormente 
cambiando el etanol por metanol como disolvente del sustrato, re­
portAndose la formación de 475 mg/l de ~-metildigoxina durante 14 
dias de incubación. Además de la (1-metildigoxina, se formaron tam­
bién cantidades bajas de PA y OC que se encontraban en la fracción 
del tejido. mientras que aproximadamente el 90 X de la (1-metildi­
goxina, pudo recuperarse del medio de cultivo. Se observó que ni­
veles de sustrato más alto de 40 mg/l son tóxicos para la célula. 

2. OBJETIVOS. 

-· Determinar las condiciones adecuadas para el establecimiento del 
cultivo da tejido calloso y del cultivo de célulaz en suspensión 
de Di6ital(s purpur•a. 

Estudiar el cultivo de c~lulas en suspensión~ como un sistema de 
biotransformaci6n de glucósidos cardiacos. 
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3. MATERIAL Y METODOS. 

3.1.1. Reactivos. 

Todos los reactivos utilizados fueron marca Baker grado ana­
lttico, mientras que las vitaminas. fitohormonas y glucósidos car­
diacos fueron marca Sigma o Aldrich. 

3.1.2. Material biológico. 

Las semillas de D.purpu:rea, se recolectaron en Huauchinango, 
Puebla, Km 37 de la carretera Tulancingo-Poza Rica sobre el puente 
Totolapa <Presa Necaxa>. Con dichas semillas se implementó un 
cultivo <en suelo) en Tepetlixpa, Edo. de México. Las semillas 
usadas en este estudio, fueron recolectadas de este óltimo. 

3.2. Métodos. 

3.2.1. Desinfestaci6n y germinación de semillas. 

Las plantas normalmente se encuentran contaminadas por un am­
plio rango de microorganismos que no son patogénicos bajo condi­
ciones normales, sin embargo cuando el tejido u 6rgano es cultiva­
do "in vitre" en un medio enriquecido, el crecimiento de los mi­
croorganismos es acelerado a un grado tal. que puede limitar el 
desarrollo de las células vegetales. Debido a ésto. muchos inves­
tigadores prefieren emplear como fuente de material vegetativo a 
plAntulas obtenidas de semillas germinadas bajo condiciones asép­
ticas. Los métodos y productos utilizados para la desinfestaci6n 
de las semillas. varían de acuerdo a las condiciones en que se de­
sarrolle la planta y a la disponibilidad de los desinfestantes. 
Diversos compuestos químicos han sido utilizados para la desinfes­
taci6n superficial~ destacando entre ellos las soluciones de blan­
queadores comerciales a base de hipoclorito de sodio <Villegas. 
1985!. 

Con el propósito de efectuar la germinación de semillas en 
condiciones de asepsia, éstas fueron sometidas a diferentes trata­
mientos de desinfestaci6n. para lo cual utilizamos agua oxigenada, 
hipoclorito de sodio y etanol. a diferentes concentraciones y 
tiempos de exposición como se indica en la ldbld 2. 
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TABLA 2. DESINFESTACION DE SEMILLAS DE D.purf"'X"ea. 

Tratamiento 
Agua oxigenada 

15 X 30X 

1 10 min. 
2 20 min. 
3 20 min. 

Etanol 
70X 

Hipoclorito de sodio-* 
1:4 v/v 1:1::v/v 

4 1 min. 10 min. 
5 1 min. 20 min. 
6 20 min. 
7 20 + 5 min .. _________________ J _______________________________________________ _ 

* Cloralex <S ~de cloro activo). 

Las semillas luego de ser sometidas a la acción de los dife­
rentes desinfestantes. siempre fueron enjuagadas 3 o 4 veces con 
agua destilada estéril. 

El tratamiento 7 difirió del resto. debido a que después de 
exponersa las semillas al hipoclorito de sodio por 20 min. y ser 
enjuagadas. éstas se dejaron en remojo durante 24 horas. al cabo 
de las cuales se continuó el tratamiento con hipoclorito por 5 mi­
nutos mas .. 

Las semillas desinfestadas se sembraron en frascos previamen­
te esterilizados. que contenlan una cama de algodón hUmedo. y se 
incubaron a 28 grados centlgrados en fotoperiodo de 16 horas. 

Para cada tratamiento de desinfestaci6n, se sembraron 20 
frascos con 50 semillas cada uno. el porciento de contaminación se 
calculó contando las semillas contaminadas después de una semana 
de incubación. 

En lo que se refiere al porcentaje de germinación, éste se 
obtuvo contando las semillas que germinaron después de un mes de 
incubación. 

3.2.2. Composición y preparación de los medios de cultivo. 

Los medios de cultivo empleados. fueron los de Murashige-Skoog 
C1962> y Schenk-Hildebrant C1972>. denominados MS y SH respectiva­
mente <tabla 3), suplementados con las fitohormonas 2.4-diclorofe­
noxiacético C2.4-D =A), ácido indolacético CAIA B>, Acido 
naftalenacético CANA= C) y 2~4-D + cinetina CD>, a diTerentes 
concentraciones como se muestra en la tabla 4. 
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Para los estudios correspondientes a la inducción y creci­
miento del tejido cal loso, los medios se prepararon en la si91..11 en­
te forma: los macro y micronutrientes en solución, se mezclan per­
fectamente con la sacarosa, se llevan a un volumen determinado con 
agua destilada y se ajusta el pH a 5.8, posteriormente se adiciona 
el agar a 0.7 X y se esteriliza esta parte en autoclave a 121 gra­
dos centigrados por 15 minutos. La parte org~nica se mezcla por 
separado, se ajusta el pH a 5.8 y se pasa a través de un filtro 
millipore estéril. Posteriormente se mezcla con la parte inorgáni­
ca préviamente esterilizada, y se vacia el medio en frascos esté­
riles• La operación de mezclado y vaciado del medio se realiza en 
condiciones asépticas. En los experimentos de cultivo en suspen­
sión. el medio se prepara en la forma antes descrita. omitiendo la 
adición de agar. 

TABLA 3. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO. 

Sales 

CaCl2.2H20 
NH•N09 
KNOa 
KHz.PO• 
MgSQ4. 7Ha0 
K:t 
NH•HzPO• 
CoClz. 6Hz0 
HaBOs 
Na2Mo0•. 2H20 
Mnso ... 4H20 
cuso •. 5H20 
ZnS04. 7Ha.O 
Feso •• 7H20 
Na2EJ>TA 
:rnositol 
Ac. nicotinico 
Piridoxina-HCl 
Tiamina-HCl 
Glicina 
Sacarosa 
Agar 

Medio 
Murashige-Skoog 

mg/l 

440.0 
1650.0 
1900.0 
170.0 
370.0 

0.83 

0.025 
6.2 
0.25 

22.3 
0.025 
S.6 

27.S 
37.3 

100.0 
0.5 
0.5 
o. 1 
2.0 

30000.0 
7000.0 

Medio 
Schenk-Hildebrant 

mg/l 

200.0 

2500.0 

400.0 
1.0 

300.0 
0.1 
5.0 
0.1 

10.0 
0.2 
1. o 

15.0 
20.0 

1000.0 
5.0 
0.5 
5.0 

30000.0 
7000.0 
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TABLA 4. CONCENTRACION DE FITOHORMONAS. 

Fitohormonas 
(mg/l > 

Medio 
Murashige-Skoog 

Medio 
Schenk-Hildebrant 

2,4-D 
o.o MS-0 
1. o MS-Al 
2.0 MS-A2 
3.0 MS-A3 

AIA 
1.0 MS-Bl 
3. o MS-83 
5.0 MS-85 

ANA 
1. o MS-Cl 
2.0 MS-C2 
3.0 MS-C3 

2.4-D/Cine:tina 
1.011.0 MSD 

A ~ 2,4-Di Acido 2,4-diclorofenoxiacético. 
B AIA: acido indol acético. 
C ~ ANA1 Acido naftalén acético. 

3.2.3. Xnducción del tejido calloso. 

SH-0 
SH-Al 
SH-A2 
SH-A3 

SH-81 
SH-83 
SH-85 

SH-Cl 
SH-C2 
SH-C3 

SHD 

Dependiendo del explante, la proliferación del callo puede 
surgir del cambium, cortex, floema o del parénquima del xilema. Al 
callo le toma de 3 a 8 semanas alcanzar un tama~o adecuado para 
poder ser resembrado por transferancia del tejido a medio fresco. 
Una vez que el callo ha sido establecido, daba dividirse y resem­
brarsa ~intervalos r~9ulares (cada 3 o 4 semanas). 

En la producción o biotransformación de metabolitos secunda­
rios es importante ~stablecer si existe dependencia entre la for­
mación del metabolito y el crecimiento del tejido calloso. Si los 
callos de D. purpurea. retienen la actividad para producir cardio­
tónicos. es posible garantizar la presencia del sistema enzim~tico 
para llevar a cabo reacciones de biotransformaci6n. 

Con el fin de establecer el tejido calloso, se 
cotiledones de plAntulas de D.purpurea de un mes de 
sembraron en los diferentes medios de cultivo. Este 
se efectuó en condiciones de asepsia. 

tomaron los 
edad, y se 

procedimiento 
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Se colocaron cuatro pares de cotiledones por frasco. en un 
total de diez frascos por cada tratamiento; se incubaron a 28 gra­
dos cent1grados en fotoperiodo de 16 horas. 

El porcentaje de inducción de tejido calloso. regeneración de 
la planta y callo con ralees. se determinó contando los explantes. 
que dieron las diferentes respuestas después de seis semanas de 
incubación. 

3.2.4. Determinación del crecimiento del tejido calloso en medio 
sólido. 

a> Cinéticas de crecimiento para determinar el número de resiem­
bras en los medios MS Y SH. 

A las seis semanas de incubación del tejido calloso inducido 
a partir de los cotiledones. se realizó la primera resiembra en 
medio fresco. posteriormente se efectuaron las resiembras subsi­
guientes cada tres semanas, evaluando en cada resiembra el aumento 
en peso Tresco por frasco. Esto se realizó por transferencia del 
tejido a un frasco con medio nuevo. previamente tarado; la dife­
rencia de peso dió el valor de peso húmedo. 

b) Cináticas de ·crecimiento del tejido cal loso en medio SH. 

A las seis semanas de incubado el tejido calloso, se hizo la 
evaluación de éste, se resembró un gramo de callo en medio fresco 
y se incubó por cuatro semanas más. Cada semana se tomaron al!cuo­
tas que fueron evaluadas por los parámetros siguientes: 

Peso húmedo: se tom6 el tejido y se transfirió a un 
mente tarado, se pesó y la diferencia de peso dió el 
húmedo. 

vial previa­
valor de peso 

Peso secoz se colocó el tejido en cajas de petri puestas previa­
m~ntP. a peso constante? se secaron a 90 grados centigrados por 24 
horas; se pesaron y la diferencia en peso di6 el valor de este pa­
rámetro. 

Presencia de cardiotónicos en tejido ~alloso: un gramo de tejido 
calloso puesto en maceración durante 24 horas con 5 ml de una mez­
cla cloroformo-metano! 1:1. se homogeneizó y filtró <lavando con 
la mezcla el homogenizador y el residuo>. el filtrado se recogió 
en un matraz balón, se evaporó casi a sequedad y se redisolvió con 
5 ml de agua; la muestra se trató con heptano para eliminar llpi­
dos. Finalmente la fase acuosa se extrajo con 5 ml de cloroformo 
por tres veces. La detección de cardiotónicos se efectuó por cro­
matografla en capa delgada de sllica gel. con un sistema de elu­
ci6n cloroformo-metano! 9:1, y con ayuda de estandares de refe­
rencia. Los compuestos se detectaron por revalado con solución de 
ácido tricloroacético-cloramina T y calentamiento a 100 grados 
centigrados. 
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3.2.5. Establecimiento y subcultivo de células en suspensión. 

Los cultivos de células vegetales en suspensión. proporcionan 
una población de células relativamente homogánea. accesible a 
substancias quimicas aplicadas ex6genamente. La mayoría de los 
cultivos en suspensión, se obtienen trans~iriendo una masa de 
callo 'ft"iable a medio liquido. de la misma composición que el usa­
do para el crecimiento del callo. En el primer subcultivo en medio 
fresco. se remueven los agregados grandes del inóculo inicial. 
Para cada linea celular. hay un tama~o de in6culo m1nimo. abajo 
del cual al cultivo no crece. El crecimiento de los cultivos en 
5USPensi6n, puede ser monitoreado midiendo uno o más de los sigui­
entes par~metros. volumen del paquete celular. número de células. 
peso fresco o seco. contenido de proteína o DNA y viabilidad celu­
lar <Morris~ 1985). 

a> Inicio del cultivo en suspensión y determinación de la cinética 
de crecimiento .. 

Se tomaron 5 g de tejido calloso peso fresco, y se deposita­
ron en matraces Erlenmeyer de 250 ml que contentan 50 ml de medio 
nutritivo. adicionado de la misma concentración hormonal que dió 
origen a dicho tejido. Se colocaron en un ba~o metabólico a 28 
grados centígrados y con una agitación reciprocante de 100 r.p .. m .... 
La cinética de crecimiento se efectuó tomando 3 ml del cultivo a 
diferentes tiempos y evaluando los siguientes parámetros: 

i> Peso seco: la alicuota del cultivo de células en suspensión. 
se filtró sobre papel filtro a peso constante~ se secó por 24 ho­
ras a 90 grados centigrados, se pesó y la di~erencia en peso dió 
el valor de esta variable. 

ii) Determinación de azúcares totales. Se llevó a cabo por el mé­
todo de la antrona (Spiro. 1956>. 

Preparación del reactivo: se disolvieron 200 mg de antrona en 100 
ml de ácido sulfúrico al 95 %. 

Se tomó una alicuota de la muestra problema. se depositó en un 
t~bo de •nsaya y se llevó a un volumen final de 1 ml con agua des­
tilada. se colocaron los tubos en un baNo de hielo y se aNad1eron 
(resbalando por la pared) 2 ml de reactivo de antrona. de modo que 
las capas no se mezclaran. Al cabo de 2 o 3 minutos se mezclaron 
perfectamente. la solución adquirió entonces una coloraci6n verde. 
·se llevaron los tubos a un ba~o de agua hirviente. donde se mantu­
vieron por 10 minutos. Una vez fries. sa procedió a e~ectuar la 
lectura de las muestras a 620 nm. Los valores obtenidos se inter­
polaron en la curva tipo (figura 13> establecida con una solución 
de glucosa de O a 100 µg/ml. 
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b) Subcultivo de las células en suspensión. 

Se tomaron 25 g de tejido calloso peso rresco y se colocaron 
en un matraz Erlenmever de 1 1 con 250 ml de medio nutritivo. Se 
incubó en un ba~o metabólico a 28 grados centígrados y con una 
agitación reciprocante continua de 100 r.p.m •• Se tomó una alicuo­
ta de 20 ml al tiempo de máximo crecimiento (determinado previa­
mente en los experimentos de establecimiento. para cada cultivo>. 
y se adicionó a matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenían 30 mi 
de medio Fresco. Las cinéticas de crecimientor se eFectuaron to­
mando alícuotas de 50 ml a diFerentes tiempos. evaluando los pará­
metros da peso seco y azúcares totales. 

3.2.6. Estudios de biotransFormación de digitoxina y ~-metildigi_ 
toxina. 

Los experimentos se erectuaron en los subcultivos, a los tres 
dias de inoculados, por adición de 1 mg del sustrato a transror­
mar; previamente disuelto en 1 ml de metano! al 50 % y esteriliza­
do Por ~iltración. 

Las cinéticas de biotransFormación se determinaron tomando a 
diferentes tiempos de incubación, una &!!cuota de 50 ml, donde se 
evaluaron los siguientes parámetros: 

i> peso seco. 
ii) azúcares totales. 

iii) detección de cardiotónicos en el medio de cultivo. 

El ~iltrado recuperado al separar las células para la deter­
minación de peso seco, se depositó en un embudo de separación y se 
extrajo con 10 ml de cloroformo por tres veces. Estos extractos se 
reunieron y se evaporaron a sequedad a presión reducida. El resi­
duo se redisolvió en 0.5 ml de cloroFormo-metanol 1:1, de esta so­
lución se depositó una muestra en una Placa cromatogrAfica de ·si­
lica gel, as! como los estándares de referencia. La placa se desa­
rrollo en un sistema de disolvente cloroFormo-metanol 9:1, los 
compuastos se detectaron por revelado con solución de Acido tri­
cloroacético-cloramina T y calentamiento a 100 grados centígrados. 

3.2.7. Estudios de biotran5Formación de digitoxina, en medios de 
cultivo modificados. 

Las dos modificaciones a estos medios se indican a continua­
ción: en el medio de cultivo se sustituyó el 2.4-D por AIA a la 
misma concentración, identificando cada medio con su respectiva 
clave y en paréntesis la modificación. En el medio basal se incre­
mentó 4.7 veces la cantidad de NH•HzPO•. manteniendo la misma con­
centración de auxina. La identificación de estos medios se hizo 
como en el caso anterior. Las cinéticas de biotransformación se 
realizaron como se indicó en el punto 3.2.6 •• 
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4. RESULTADOS V DXSCUSXON. 

4.1. Desinfestaci6n y germinación de las semillas de D. purpurea. 

En la selección del tratamiento de desinfestación de las se­
millas de D.pu.rpu.reap bAsicamente sa emplearon tres tipos de agen­
tes desinfestantes. encontrando que el mejor ~ue el tratamiento 7. 
ver tabla s. dicho tratamiento comprende una exposición al hipo­
clorito de sodio (1:1 v/v) de 20 minutos. seguido por un remojo de 
24 horas. y finalmente la exposición por 5 minutos en la misma so­
lución desinfestante. Esta concentración de hipoclorito de sodio y 
tiempo de exposición son muy altos comparados a los reportados por 
Staba <1962> para las semillas de O.purpurea y O. lanata. lo cual 
puede ser atribuido a la procedencia de las semillas. 

TABLA 5. RESPUESTA DE LAS SEMXLLAS DE D. purpurea A LOS TRATAMXEN­
TOS DE DESXNFESTACXON. 

Tratamiento 
1 CHzOz 15 "· 10 min. > 
2 (HzOz 15 r.. 20 min.) 
3 CHzOz 30 Z 20 min.) 
4 <etanol 1 min •• hipocl.1:4. 10 min.) 
S <etanol 1 min •• hipocl.1:4. 20 min.) 
6 Chipocl. 1: 4. 20 min. > 
7 Chipocl. 1: 1. 20 min.: 5 min .. > 

X Contaminación 
so.o 
10.0 
21.0 

6.6 
07.5 
25.0 

o.o 
Respuestas X de contaminación a los 10 dias de incubación. 

Las pruebas de germinación. con las semillas de estos trata­
mientos. mostraron que el tratamiento 4. promueve la germinación 
en un 90 X. mientras que el 7 lo hace en un 95 Y.. Cabe senalar que 
este último tratamiento. di6 una respuesta m~s consistente y homo­
génea en cuanto a la germinación de las semillas. por lo cual f'ue 
el seleccionado .. 

4.2. Ef'ecto de los reguladores de crecimiento en la inducción del 
tejido calloso. 

De los diferentes medios de cultivo ensayados <tabla 6>. so­
lamente los suplementados con 2.4-diclorof'enoxiacético a dif'eren­
tes concentraciones. fueron capaces de inducir la f'ormación del 
tejido calloso en los cotiledones. Estos resultados están acordes 
a lo reportado por varios investigadores CFuruya. 1970; Garve. 
1980; Gurny. 1980; Hagimori. 1980 y Staba. 1962>. en ensayos con 
dif'erentes especies y explantes de Dl6ttatLs .. 
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El efecto que tuvo el ácido naftalén acético sobre los e>:­
plantes ensayados, fue la formación de tejido calloso con ra.ices 
abundantes <tabla 6). Este resultado es similar al reportado por 
Staba (1962) con semillas de D. purpurea y D. lanata en el medio 
Murashige-Skoog, suplementado con 6 p.p.m de ANA. Hagimori (1980) 
observó el mismo comportamiento en plántulas y hojas de seis espe­
ci~s de Di6italis, en medio MS adicionado con 2 p.p.m. de ANA. 

Finalmente los medios ensayados a tres concentraciones de a.­
cido indolacético, indujeron la regeneración de la planta completa 
tabla (6). Lil respuesta de diferentes e~plantes de Di6ilalis ~ la 
i.lcc:i6n de AJA, ha presentüdo variaciones muy notables. Lul y Staba 
(1979), reportan que los cotiledones de D.lan.a.ta en medio MS con 

3 p.p.m. de AIA forman callos con ralees, esto mismo fue observado 
por otros investigadores <Gurny, 1981) con plAntulas de D. purpurea 
en medio MS con 1 p.p.m. de A!A y 0.1 p.p.m. de cinetina. Hagimori 
y col. <1902> han encontrado que la plántula de D. purpurea induce 
tejido calloso en un medio idéntico al reportado por Lui y Staba. 
En tanto Rucker (1976l, reportó que los explantes de hoja de D. 
purpurea sobre medio de Heller, forman ralees a una concentración 
de AIA de 0.01 p.p.m., y que el tejido responde a un incremento de 
10 p.p.m. de AIA, mejorando la formación de raices. 

En nuestro cao;,,o los r·est.\l tados obtenidos discrepan lotalm~ntc 
con estos reportes, yd qui.• los cotiledones tomados de lo'\ plántula 
de un mes e inoculadas E•n lo=. medios MS y SH con t, ::_:o:;: y d p.p.m. 
de AIA, crecieron y desarrollaron la planta completa. 

El desarrollo de la planta, fue también observado en los tes­
tigos <tabla 6), comportamiento igualmente reportado por Lui y 
Staba. No obstante, una diferencia signiTicativa entre las plantas 
desarrolladas en medio con AIA y ésas de los testigos, fue el ma­
yor contenido de cardiotónicos determinado en las primeras. Estos 
datos no se muestran en el presente trabajo, por considerarlos 
fuera de los objetivos propuestos, aunque actualmente son objeto 
de estudio en nuest.ro laboratorio. 
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TABLA 6. EFECTO DEL MEDIO NUTRITIVO, REGULADORES DE CRECIMIENTO V 
SU CONCENTRACION. SOBRE-- LOS COTILEDONES DE D. purpurea, 

Fj tohormona 
mg/1 

2,4-0 
1 
2 
3 

1 2,4-D/1 c:inetina 

Al A 

1 
3 
5 

"11ec110 
Mur:~S~i-ge-Sk<:J'~g Schenk-Hi 1 debrant. 

% de inducción de tejido cal loso 
MS-Al 90 SH-Al 100 
MS-A2 100 SH-A2 100 
MS-A3 100 SH-A3 97 
MSD 100 SHD 100 

7. de regeneración de planta 
MS-0 90 SH-0 so 
MS-81 55 SH-BI 95 
MS-B3 70 SH-B3. 70 
MS-85 50 5H-B5 90 

ANA 
1 
2 
3 

7. de inducción de tejido calloso 
SH-Ci 
SH-:-C2 
SH-C3 

con ;¡.;:afees 
·91 MS-CI 87 

MS-C2 93 ctOO 
MS-c::; 90 93 ___________________________________________ _:. __ ~_,.:.;_;.,.:_:.,..;_:.-__ .:_ __ .,;.;..:,_ _____ _ 

4.3. Determinación del crecimiento 
Sólido. 

de tejido calloso en medio 

a> Cinéticas de crecimiento para determinar· el número de r-esíem­
bras en los medios Murashige-Skoog y Sc:henk-Hildebrant. 

La -figure:\ t.q, muest.ra el crecimiento del tejido calloso en 
1 os medios HS y SH suplementados con diferentes cancentr·acianes de 
Acido 2,4-dic:lorofeno>:iacético <2,4-D>. En dic:ha figura observamos 
que el medio MS permitió un mayor crecimiento <peso fresco>, el 
cual se alcanzó a las 12 semanas (3a. resiembra>, en tanto que en 
el medio SH, la mayor cantidad de peso fresco se obtuvo a las 15 
semanas <4a. resiembra>. La influencia del 2,4-D, fue diferente en 
c~da medio, encontrándose que el medio MS con 1 p.p.m. de 2,4-D 
promueve un mayor crecimiento, micntrac; que el medio SH presenta 
el mismo efecto cuando se adicionan 2 p.p.m. de 2,4-U. 

Aparentemente existe una diferencia en el crecimiento del 
tejido calloso en estos medios, sin embargo, el análisis estadís­
tico de los resultados, mostró que no existe una diferencia 
significativa entre el efecto de los medios de cultivo, ni entre 
las diferentes concentraciones de au>:ina. 



'·' 

'·' 

; 

• • • • ·' ! 
: • • 

··.,..,., 1rlwal·llllr ... ut. 

- l ··-·------ --------. --·--· --- ··--
6 1 ....... '·" • -,-, ,-,; .. .-1,t. 
n1;:, .... 1 . .t·• 1 1: ...... .- i,•_• -
/} J ....... J,4. . , .. , ... .- ,, ... ,' 

/ ·~u 
~ 

• 'i • : • ·' 

---¡ ···--, -·¡.·---:; 

Fig. 14 

! 
• • • • • 

" " " 

Crecimiento del tejido calloso de O.purpurea ~n los 
medios Murashige-Skoog y Schenk-Hi ldebrant~ 



45 

Sin embargo. se encontró una diferencia notable en la 
consistencia del tejido inducido en éstos dos medios de cultivo. 
Los medios MS produjeron callos compactos. a diferencia de los ca­
llos friables (disgregables> inducidos en los medios SH. 

Esta caracteristica de Friabilidad es necesaria para el esta­
blecimiento del cultivo de células en suspensión. por tal razón 
fue seleccionado el medio Schenk-Hildebrant. 

Las figuras 15 y 16. presentan el error estándar de las ciné­
ticas de crecimiento (fig. 14> del tejido calloso inducido en los 
medios MS y SH respectivamente. mientras que la tabla 7~ muestra 
la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de doblado de 
la masa celular del tejido calloso en el medio SH con t~ 2 y 3 
p.p.m. de 2,4-D. 

TABLA 7. CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DEL TEJIDO CALLOSO EN LAS 
RESIEMBRAS SOBRE MEDIO SOLIDO SCHENK-HILDEBRANT. 

Medio 
SH-Al 
SH-A2 
SH-A3 

µ (!/semana> 
0.315 
0.195 
0.160 

td (semanas) 
2.2 
3.5 
4.3 

µ = dx/dt 1/x = velocidad especl~ica de crecimiento. 
td = In 2/µ = tiempo de doblado. 

b) Cinéticas de crecimiento del tejido calloso en medio Schenk-Hil 
debrant. 

Las cinéticas de crecimiento d~l tejido calloso en los medio~ 
SH. estandarizando el in6culo a 1 9 de peso fresco <figura 17>, 
muestran que el callo alcanzó un crecimiento mayor. evaluado como 
peso fresco, cuando el medio se suplementó con 1 y 2 p.p.m. de 
2.4-D, respecto a los medios adicionados con 3 p.p.m. de 2.4-D y 1 
p.p.m. + 1 p.p.m. de cinetina. 

Por otro lado la duplicación de la masa celular <figura 18>. 
se alcanzó mAs rAPidamente en el medio SH-Al. mientras que la du­
plicación mAs lenta se presentó en los medios SHD y SH-A3 (tabla 
S>. Comparando los resultados de las tablas 7 y e, observamos que 
un inóculo mayor promueve un crecimiento mas rápido. 
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TABLA 8. CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DEL TEJIDO CALLOSO EN 
MEDIO SOLIDO SCHENK-HILDEBRANT. 

Medio 
SH-A1 
SH-A2 
SH-A3 
SHD 

µ (1/semana> 
0.62 
0.48 
0.46 
0.34 

td (semanas> 
1.1 
1.4 
1.5 
2.0 

µ = dx/dt 1/x = velocidad especifica de crecimiento. 
td = ln 21µ = tiempo de doblado. 

En lo que respecta a la detección de cardiotónicos en el 
tejido calloso (tabla 9), en el callo inducido en el medio SH-Al, 
se hizo m~s evidente la presencia de digitoxina que en el tejido 
inducido en los otros medios de cultivo. Es importante senalar, 
que el tejido calloso proveniente del medio SH-A3, fue el que pre­
sentó un mayor contenido de gitoxina. 

Los resultados del presente estudio sobre el efecto de la 
concentración del 2,4-D <A>. mostraron que ésta tiene una influen­
cia importante en la velocidad de crecimiento del callo de O.pur­
purea y en la acumulación de cardiotónicos. Los callos inducidos 
en el medio SH-A3. presentaron una velocidad de crecimiento lenta 
y un mayor contenido de cardiotónicos. principalmente de gitoxina. 
no ob5tante qu@ en los callos inducido5 en los medios SH-Al. SH-A2 
y SHP. también se d•tect6 la pr•~encia de estos compuestos. La 
evidencia en la literatura. mantiene el punto de vista. que la mA­
xima acumulación da metabolitos secundarioK. ocurre cuando los 
cultivos en suspensión disminuyen su velocidad de crecimiento. En 
este estudio mostramos que este mismo efecto. se presenta en el 
tejido calloso en medio s6l~do. 

Las investigaciones sobre la producción de carden6lidos. por 
Cultivo de tejidos ~n ~ítro de D.purpu:rea ha llevado a muchos au­
tores a conclusiones diametralmente opuestas. Kartnig <1977> de­
mostró la presencia de cardiotónicos en callos de O.purpurea y 
D. lanata por cromatografla en capa delgada. mientras que para 
Hirotani y col. (1977> al igual que Gurny (1991>. la presencia de 
estos compu•stos en tejido calloso de O.purpurea fue negativa. no 
obtanta lA~ 9randes cantidadea da callo que emplaaron <carca de: 
100 g peso fresco> en esta sentido nuestros resultados coinciden 
con los reportados por Kartnig. Es indudable que la confiabilidad 
y la sensibilidad del método analitico para la identificación de 
cardenólidos. juegan un papel importante en la evaluación de los 
resultados. Por otra parte. la evolución de un cultivo Ln vLtro~ 
depende de un gran n<unero de parametros qua varlan en función de 
las condiciones de experimentación. como son : patrimonio genético 



TABLA 9. 

Cultivo 

SH-A1 

SH-A2 

SH-A3 

SHD 
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DETECCION DE CARDIOTONICOS POR 
DELGADA, A DIFERENTES TIEMPOS DE 
CALLOSO DE D. purpurea. 

CROMATOGRAFIA 
CRECIMIENTO DEL 

EN CAPA 
TEJIDO 

Tiempo 
<semanas> 

o 
1 
2 
5 

o 
1 
2 
3 
5 

o 
1 
2 
3 
5 

o 
1 
2 
3 
4 
5 

Peso fresco 
(g) 

11.5 
16.9 
21.3 
33.5 

13.3 
9.8 
7.9 

20.84 
51.15 

10.7 
15.6 
10.5 
16.0 
29.3 

9.4 
13.0 
15.0 
17.4 
23.0 
30.2 

Cantidades relativas de 
cardiotónicos 

l>igi toxina Gi to>:ina 

++ 
+++ 

+ 
+++ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 

++++ 
+++ 

+++ 
++++ 
++++ 
++++ 
++++ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

- : no sa detectó; +. ++. +++. ++++ s indican el incremento en la 
intensidad da la mancha correspondiente al cardiotónico. 

de la planta utilizada para el establecimiento de los cultivos, 
selección involuntaria de las cepas al resembrar, composición y 
modo de preparación del medio, naturaleza y concentración de las 
fitohormonas usadas etc. 
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4.4. Cinéticas de crecimiento del cultivo de células en suspensión 

a> Inicio del cultivo en suspensión y determinación de la cinética 
de crecimiento. 

La figura 19 muestra las cinéticas de crecimiento y el consu­
mo de a~tlcares, determinados en el establecimiento de los cultivos 
de céolulas en suspensión, r:>n ellas se observa que los tiempos de 
m:..ximo crecimiento fueron de 19., 21, 10 y 13 dias para los c\llti­
vo~ SH-Al, SH-A2, SH-A3 y SHD respectivamente. 

b> Subcultivo de las células en suspensión. 

Las cinéticas de crecimiento de los subcultivos (figura 20>, 
muestran que el máximo crecimiento para los cultivos SH-A1, SH-A2 
y SHD se alcanza a los 14, 16 y 14 d1as respec~iv~mcntc. E~tos 

tiempos +ueron más cortos que los determinados en el establecimi­
ento de los cultivos. El tiempo de má>:imo crecimiento para el cul­
tivo SH-A3 fue de 13 dias (3 dias mAs largo que para su ec;tableci­
miento>. Sin embargo, cabe se~alar que este cultivo presenta una 
fase de adaptación má.s peque~a en relación a los otros. 

La velocidad de crecimiento y el tiempo de doblado <Tig. 21, 
tab 1 a 10> de los di-ferentes subcul ti vos, mostraron qLte el 
crecimiento m:ts rápido se presentó en el cultivo SH-A3. 

TABLA 10. CARAéTÉRISTICAS DE CRECIMIENTO DEL SUBCULTIVU DE CELULAS 
DE D.purpur9a EN SUSPENSION. 

Cultivo ,, < 1 /di as> td (di as> 
SH-Al o. 1022 6.7 
SH-A2 o. 126 ~ ~ 

~- ~· 
SH-A3 º· 19 3.6 
SHD 0.1 6.9 

µ dx/dt 1/x = velocidad espec1~ica de crecimiento. 
td = ln 2/µ = tiempo de doblado. 

La Tacilidad de establecer el cultivo en suspensión depende 
de su friabilidad, pero aún con un tejido calloso friable, el cul­
tivo en isauspensión puede requerir de un periodo de act.'lplación en 
m1-.d1n llf1Ufth1. n "''"'tll ra~p~r:to, rl cr•cimientr1 nlei_Hl.l'&.ulo por 111•; 
1 ,,, t lV•l"A SH··nl, s1t~A:z, HH-A~' y Sl-10 fue mllnLir y la. f .1~-···· l .:11,,1 ut:..-. .. 
prulonq,;;a.da en re-lac1611 d los result.ados obtenido~ en t:"I ~UtH.:ult.i­
vo, lo que indica que durante este ultimo, ocurre una mejor adap­
tación de las células al sistema en suspensión. 
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El mayor crecimiento, y la fase lag más corta, fueron deter­
minados e~ el subcultivo SH-A3. Es importante senalar el compor­
tamiento del cultivo SH-A3, debido a que en medio sólido, la masa 
celular (callo> creció lentamente respecto a los otros cultivos. 
en cambio en las condiciones en suspensión, tuvo una adaptación 
rápida y un crecimiento mayor. 

En investigaciones sobre el crecimiento de cultivos en sus­
pensión de Disitatis. Staba y Lamba (1963), determinaron un valor 
de 3 mg/ml (peso seco) a las ocho semanas, en un cultivo de cél~1-
las de O.purpurea en medio MS con 5 p.p.m. de 2,4-D. Hagimori y 
col. (1982> reportaron que el cultivo de O.purpurea alcanzó un 
crecimiento de 15 mg/ml (peso seco) a los veinte dias en medio MS 
suplementado con 1 p.p.m de AIA. finalmente Garve y Luckner <1980) 
encontraron que el cultivo da célul~s de D. tanata en medio MS con 
1 p.p.m. de 2.4-D y 0.02 p.p.m. de cinetina creció hasta 12 mg/ml 
en ocho dias. 

El crecimiento alcanzado por los cultivos SH-A1. SH-A2 y SHD 
fue de 7.3 mg/ml a los catorce dias en promedio. a diferencia del 
cultivo SH··A3. que creció 8.5 mg/ml en trece dias. Consideramos 
que los cultivos analizados en este estudio. a excepción del SHD 
crecen y se adaptan bién a las condiciones en suspensión. 

Respecto al crecimiento bajo y lento reportado por Staba. po­
demos atribuirlo al in6culo empleado. 0.2 mg/ml. mientras que el 
inóculo utilizado en este estudio fue de 1 mg/ml. igual al usado 
por Garve e Hirotani. 

Garve y col. reportaron un tiempo de doblado <td> de 1.6 dias 
para el cultivo en suspensión de D. lanata de la cepa I. que cre­
cia como una suspensión fina de agregados de 10 a 30 células. En 
tanto qu• la cepa V presentó un td d• ~ dias y crecia formando 
agregados celulares organizado5 (agrupaciones embriogénicas>. En 
esta estudio. loz cultivos SH-Al. SH-A2 y SHD presentaron un td de 
6.4 dias an promedio. mientras qua el cultivo SH-A3 mostró un td 
de 3.6 dias. A diferencia dw lo ob~crvado por Garve, todos los 
cultivos crecieron como una suspensión fina de agregados celula­
res. 
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4.S. Estudios de biotransformaci6n de digitoxina y ~-metil digito­
xina. 

La ~igura 22. muestra las cinéticas de crecimiento y consumo 
de azócares de los cultivos SH-A1. SH-A2, SH-A3 y SHD. adicionados 
de digitoxina, donde se observa que el mayor crecimiento de las 
células se alcanzó a los once dias en los cultivos SH-At y SH-A3. 
en el cultivo SH-A2 se obtuvo a los veinte dias, mientras que en 
el cultivo SHD se presentó a los diez dias. En comparación a los 
cultivos originales <tabla 10), el tiempo de duplicación C~ig.23 y 
tabla 11), se vi6 disminuido en los cultivos SH-Al. SH-A3 y SHD. 
mientras que la velocidad de crecimiento para el cultivo SH-A2 
disminuyó considerablemente. 

TABLA 11. CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS CELULARES 
DE D.purpurea DURANTE LA BIOTRANSFORMACION. 

Cultivo µ < 1/dias> t.d (di as> 
SH-Al o. 153 4.5 
SH-A2 0.071 9.7 
SH-A3 0.40 1. 7 
SHD 0.14 4.9 

µ dx/dt 1/x ~ velocidad especifica de crecimiento. 
td = ln 2/µ = tiempo de doblado. 

Los resultados de bi·otransf'ormación de digitoxina por los 
cultivos SH-A1, SH-A2, SH-A3 y SHD Ctabla 12), indicaron que a 
excepción del SH-A2, que sólo transforma di~itoxina a gitoxina, 
todos los cultivos ti•nen la capacidad da transformar la digitoxi­
na a purpúrea glucósido A y B, y el cultivo SHD la trans~orma ade­
má.s a gitoxina. 
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TABLA 12. DETECCION DE CARDIOTONICOS EN LAS CINETICAS DE BIOTRANS­
FORMACION DE DIGITOXINA, POR CROMATOGRAFIA EN CAPA DEL­
GADA. 

Cultivo 

SH-A1 

SH-A3 

SHD 

Crecimiento 
Cd1as> 

o 
5 

11 
15 

o 
4 
7 

o 
4 

o 
4 
7 

Cantidades relativas de cardiotónicos 
Purp~rea glucósido 

digitoxina gitoxina A B 

++++++ 
++++ ++++ ++++ 

+++++ +++ ++ 
++++ +++ ++++ 

+i~.~~-

+++++ + • 
+++++ ++++ 

++++ +++ 
++++ +++ 

·~· 
++++++ 

++++ + • ++++ ++++ 
+++ + * +++ + 

• mancha intensificada en luz U.V. 365 nm. 
- : no detectado; +, ++, +++. ++++, +++++, ++++++: indican 
crem•nto en la int@nsidad de la mancha correspondiente al 
tónico. 

el in­
cardio-

La biotransformación de ~-metil digitoxina, ensayada en los 
cultivos 9H-A2 y SH-A3. mostró que este sustrato fue convertido 
por ambos cultivos a digitoxina, gitoxina, purpúrea glucósido A y 
purp~rea glucósido B. 

Autores como Alfermann (1977), Furuya (1970>, Heins <1978> Y 
Reinhard (1980). han reportado la transformación de glucósidos 
cardiacos por cultivos celulares de Dieitalis. Sin embargo. sólo 
AlTermann y Reinhard han hecho énfasis en la influencia que tiene 
el disolvente de disolución del sustrato sobre el crecimiento de 
los cultivos, según estos autores al metano! disminuye el creci­
miento del cultivo de D. lanata. En el presente estudio, la adición 
de digitoxina en metanol. aTectó el crecimiento de los cultivos, 
mejorando la velocidad de crecimiento en lo~ cultivos SH-Al. SH-A3 
y SHD, ésto se observó por la disminución de los valores de td, 
comparados con los valores de los cultivos sin digitoxina. 

Furuya reportó en sus experimentos de transTormación de di­
gitoxina por cultivos celulares en suspansión de D.purpu:roa, que 
este sustrato es convertido a purpOrea glucósido A, B y gitoxina. 
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El purpúrea glucósido A, es obtenido por la glucosilaci6n de la 
digitoxina, mientras que el purpúrea glucósido B es formado por la 
glucosilaci6n de gitoxina, o por la 16~ hidroxilaci6n del purpúrea 
glucósido A. Estos resultado~ fueron observados al analizar la 
fracción celular de su cultivo. 

Reinhard y col., en cultivos celulares de D. tan.ata, encon­
traron que la digitoxina es glucosilada a purpúrea glucósido A, y 
que este último es hidroxilado en C-12 formando deacetil lanatósi­
do c. La característica importante de su proceso, es que 90 X del 
producto se encontró en el medio, y el 10 ~ almacenado en las cé­
lulas. 

En los cultivos SH-Al, SH-A3 y SHD, encontramos que éstos 
tian&n la capacidad de transformar la diQitoxina a purpúrea glucó­
sido A y purpúrea glucósido e. y que s6lo el cultivo SHD lo hace 
ademA5 a gitoxina. Mientras que el cultivo SH-A2. sólo transforma 
digitoxina a gitoxina. Estos resultados de transformación de la 
digitoxina a purpúrea glucósido A, B y gitoxina. concuerdan con 
los reportados por Furuya, con la diferencia que nosotros analiza­
mos la transformación en el medio. 

La transformación de ~-metil digitoxina, ha sido ampliamente 
estudiada en cultivos celulares de D. tan.ata <Heins, 1978), no asi 
en cultivos de O.purpurea. la cual se realizó en el presente tra­
bajo. donde encontramos que este sustrato e5 transformado a digi­
toxina. gitoxina, purpúrea glucósido A y B. 

4.6. Biotransformación de digitoxina en medios de cultivo modi~i­

cados. 

Las figuras 24 y 25, muestran el efecto del fosfato y del ~­
cido indo! acético sobre el crecimiento de los cultivos SH-A2 y 
SH-A3 respectivamente. Observamos que ambas •edificaciones en el 
cultivo 6H-A2, reducen notablemente el crecimiento, en tanto que 
para el cultivo SH-A3. el cambio a AIA mejora el crecimiento al­
canzando un valor de 11 mg/ml a los catorce dias. 

La tabla 13 resume los resultados da biotrans~ormación de di­
gitoxin• en los medios modi~icados, en ella se observa que la 
transformación de digitoxina ocurre •n pequ•fta~ proporciones a 
purpúrea 9luc6sido B. y una important•.degradación de la digitoxi­
na. 
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TABLA 13. DETECCION DE CARDIOTONICOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA 
DELGADA EN LAS CINETICAS DE BIOTRANSFORMACION DE DIGITO­
XINA POR CULTIVOS CELULARES EN MEDIOS MODIFICADOS. 

Cultivo 

SH-A2 CAIA> 

Crecimiento 
<di as) 

o 
6 

10 
14 
20 

SH-A2 !PO•l O 
6 

10 
14 
20 

SH-A3 CAIA) O 
3 
7 

10 
14 

SH-A3 <P04) O 
3 
7 

10 
14 

Cantidades relativas de cardiotónicos 
Digitoxina Purpórea glucósido B 

+++++ + 
+++ +++ 

++ +++ 
++ +i ++ 

+++ ++ 

+++++ + 
+++ +++ 

++ ++ 
++ ++ 

+++ +++ 

+ • +++ 
+ • ++ 
+ • +++ 

++ ++ 

............... +++ 
+++ ++++ 

++ ++ 
+++ + 

• mancha intesnsificada en luz U.V. 365 nm. 
-: no se detectó; ++. +++. ++++ y +++++: indican el incremento en 

la intensidad de la mancha del cardiotónico. 

Los r•zult~do~ qua ~aper~b~mo: el modi~icer ~l medio d• cul­
tivo de acuerdo a lo reportado en la literatura. era una disminu­
ción del crecimiento y una mayor capacidad de biotransTormaci6n. 
Lo que observamos al modificar los cultivos SH-A2 con ácido indol 
acético y fosratos. fue un retraso en el cracimiento de los culti­
vos, paro no una mayor biotransformación; por el contrario se pre­
sentó una degradación dal sustrato. En cuanto al cultivo SH-A3 con 
3 p.p.m. de Acido indol acético. observamos un mayor crecimiento y 
una Pérdida en su capacidad de biotransformación. 

Da manera sucinta. los resultados del presente estudio apoyan 
la hip6t•sis da la influencia determinante qua tienen las fitohor­
monas y su concentración sobre la inducci6n y crecimiento del te­
jido calloso. Sin embargo. • diferencia da otros autores. mostra­
mos que la capacidad de s~ntesis de cardiotónicos influida también 
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por las fitohormonas. no se pierde durante el proceso de desdife­
renciación. Asi mismo, nuestros resultados senalan que la concen­
tración de la fitohormona 2.4-diclorofenoxiacético influye en la 
capacidad de los cultivos celulares de O.purpurea para hidroxilar 
y glucosilar a la digitoxina. lo cual no ha sido reportado. 
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CONCLUSIONES 

Los medios de cultivo Murashige-Skoog y Schenk-Hildebrant con 
1, 2 y 3 p.p.m. de la auxina 2,4-diclorofenoxiac:ético indujeron la 
Tormaci6n de tejido calloso en cotiledones de Di6italis purpurea. 

El medio Schenk-Hildebrant suplementado con 1 p.p.m de 2,4-D, 
y 1 p.p.m. de cinetina también estimuló la ~ormaci6n de tejido ca­
l loso. Las caracteristicas de friabilidad de los tejidos obtenidos 
en Jo~ medios Schenk-Hildebrant, fueron determinantes en su selee~ 
ción para el establecimiento de cultivos da células en o;usp1?nsión. 

La concentración de 2,4-D influyó en forma importante sobre 
el crecimiento y la producción de cardiotónicos del tejido callo­
so. El tejido calloso inducido en el medio SH-A3 (3 p.p.m. de 
2,4-D>, presentó una velocidad de crecimiento lenta y un mayor 
contenido de cardiotónicos en relación a los tejidos inducidos en 
los otros medios de cultivo. 

El comportamiento cinético de las células en suspensión, mos­
tró que el cultivo SH-A3 se adapta mucho mejor a este sistema, ra­
zón por la cual, dicho cultivo seria el más adecuado para conti­
nuar los estudios de biotransformación a una escala mayor. 

Los cultivos SH-Al, SH-A3 y SHD, presentaron la capacidad de 
biotransformar la digitoxina mediante una glucosilación en la ter­
cera digito~osa de la cadena lateral, asi como de efectuar la hi­
droKilación en C-16 de la aglicona. El cultivo SH-A2 s6lo Tue ca­
paz de hidroxilar la digitoxina en C-16, transforrrándola a gitoKi­
na. 

Cabe remarcar la importancia que tuvo el 2,4-D sobre la in­
ducción de tejido calloso en O.purpurea, as! como el efecto deter­
minante de la concentraci&l de esta auxina en el comport~miento 
cinético del crecimiento, acumulación y biotransTormación en los 
cultivos de callo y células en suspensión. 

Finalmente, este estudio se presenta como un modelo de expe­
rimentación para el establecimiento de cultivos celulares de Di8i­
talis con la capacidad de efectuar reacciones de glucosilación e 
hidroxilación sobre cardiotónicos. 
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