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RESUMEN.

En el presente trabajo, se investigd el efecto de diferentes
hormonas vy medios de cultivo sobre la generacidn de calle
proveniente de diversos explantes de Datura inoxia, asi como en
la produccidn de alcaloides del tropano. Para ello se emplearon
hoja, tallo, embridn y meristemo como explantes; ANA, AIA y 2,4-D
coro  auxinas solas o en combinacidn con BA vy nedios baszles MS,
B5, MSBS y BSMS {los dos Oltimos intercambiando las sales y las
vitaminae del MS y B5). Tambidn se investigd el efecto de la
concentracidn de gacarcsa vy del nitrato de amonio sobre la
produccidén de biomasa y sobre la produccidn de alcaloides del
tropano.

La produccién de biomasa se evalud en base a Llos pesos
fresco v seco: la determinaclén de alcaloides totales
aspectrofotométricamente, previa reaccidn con el
p-dimetilaminobenzaldehido. La cuantificacién de atropina y
escopolamina se realizd mediante Cromatografla de gases acoplada
a espectrofotometria de masas.

Los resultados indican, que la mayor produccién tanto de
biomasa como de alcaloides totales se obtuvo bajo la aplicacién
de 2,4-D 10-6M con o s8in BA 10_8M. Por otro lado, lo explantes de
embrién y de tallo, asi como el medic BS fueron los que mejor
respondieron en cuanto a la sintesis de alcaloides totales.

La concentracién de nitrato de amonio en el wedio, tuvo un
efgcto marcado tanto sobre la produccidn de blomasa como de
alcaloides totales, observandoBe un efecto inverso; ya que a la

mayor concentracidén empleada (2,500 mg/l) el efecto fué



inhibltorio para la produceidn de blomasa; en tanto que la
sintesis de alcaloides totales se vid incrementada.

Se detectd 1a presencia de atropina v escopolanmina en  los
callas iandiferenciados, aungue en bajas c¢oncentraciones., Los
contenidns mayores se observaron en los callos provenientes de
tallo y embridn.

Los resultados son discutides =h {uncidn del posible efecto
de las diferentes hormonas, medlos, tipos de explante y otros
factores del cultivo sobre la produccidn de biomasa y alceloides

del tropano an callos de Datura in
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INTRODUCCION
8) PRODUCCION DE METAEOLITOS SECUNDARIOB POR CULTIVO DE TREJIDOS

VEGETALES,

Hace aproximadawmants 30 apos, Routier y HNickel de 1la
corporacidn Bfizer, plantesron claramente la posibilidad de
amplear el Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) como un medic para
la produccidn de metabolitos secundarices de origen vegetal
(citads en Fowler, 19686b). 3Sin embargoe en ese tiempo las
metodologlas de €TV no se eancontraban lo suficientemente
desarrolladas para abordar tal ohjetivo; no fué sino hasta 10
anos mads tarde que esta idea fue retomada por Crew y Staba, 1975
{citado en Luckner vy Diettrich, 1987). En realidad es a partir de
la segunda década de los 70's que el interés por este tema se
incrementd, dando como resultado la publicacidn de numerosos
articulos vy revisiones en los que se han puntualizado tanto las
ventajas como lap limitaciones que representaria la utilizacidén
de estas técnicas sobre los métodos que convencionalmente se
emplean para la obtencidn de metabolitos secundarios de origen
vegetal.

Alpunas de las ventajas que han sido sefjaladas por diversos
autores {Zenk, 1978; Dougal, 1979: Sheler et al., 1984; Fowler,
1986}, pueden resumirse en funcién de factores ambientales,
econémicos ¥y politicos. Factores aabientales, porque los
rendimientos de astos productos en las plantas., pueden verse
afectados por variaclones en el clima, atague de plagas y otros
fenbémenos - naturales capaces de alterar el ciclo normal de 1la
planta,

g8n lo econdmico puede mencionarse que frecuentemente el



cultivo de estas plantas compite con el uso d2 la tierra para
cultivo de espécies de interéds alimenticio, o© bi&n no  son
cultivadas por no ser cuituralmente tradicional su cultive. Estos
factoraes originan en muchag ocaclenes, sobre todo en el caso de
plantes que no bhan sido domesticadas, Aque la colecta continua de
estas  espacies pueds exceder la tasa de reproduccién de  las
poblaciones v  como  consencuencla  llievar al agotamiento del
recurse, Este hecho ademas incide, en que al decrecer la
disponibilidad de 1la materia prima, <=1 precio del producto
aumente. Por dltimo, de los factores politicos pueden derivar
problemas dificiles de =superar para 1a accesibilidad de la
materia prima, dadas las politicas de comercio internacicnal que
imperan en algunos paises.

Aunados a esos problemas se encuentra la dificultad de
adaptar a otros habitat ciertas plantas nativas gue pueden ser de
interés potencial para la produccidn de compuestos gecundarios.

El Cultivo de Tejidos Vegetales, puede potencialmente
plantear soluciones que lleven a 1a superacidn de las situaciones
anteriormente citadas, debide al manejo que s tiene de las
condiciones de cultiveo, que permiten mantener independients v
bajo un control mas estricto los rendimientos de los compuestos
de interéds. Ademds ofrece la factibilidad de obtensr un producto
de mayor pureza, Ya due se presentan menor cantidad de otros
compuestos no deseados; asi come la posibilidad de obtener
praductos que normalmenté no se encuentran en la planta madre, ya
sea por ser intermediarios de vida media corta, o por que la

informacidn genética aungue presente, no se axpresa; pero bajo
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Estas metodoloziasas han sido cuesticnadas en cuanto a su
factibiiidad econdmica. debids a los altos costos de produccidn,
por lo que varios ipvestigadores (Fouwler, 1986; Zenk, 1978) han
sepalade la conveniencia de aplicar estas técnicas particularmente
a productos de un alto valor comercial, que se requieran en bajos
volymenes VY que tengan un mercado asegurado, ademis de que la
metodologi{a alternativa (sintesis} no sea capaz de competir vy
desplazar la produccién del compuestco mediante esta tecnolegla.
Entre estos productos se encuentren diversos fdrmacos, escencias,
saborlzantes. ceolorantes y otros.

Ho obstante, a pesar de las posibilidades potenciales, la
produccién de estos compuestos via Cultivo de Tejidos Vegetales
ha tenido que afrontar algunos problemas que derivan baisicamente
de los bajos rendimientos que se presentan en muchos de los
CABOE .

Luckner vy Diettrich (1987), junte con otros investigadores
sostienen que esto puede deberse a que en la mayoria de las
plantas 1l1la biosintesis y acumulacién de estos metabolitos estd
limitada &8 ciertos estadios del organismo producor y a tipos
aspeciales de células que se desarrollan durante la formacién de
determinados tejidos u drganos. En muchas ocasiones, la expresidn
del mnetabolismo secundario estd integrada a programas que
coordinan al metabolismo secundario, con otras actividades
norfoldgicas ¥y biogquimicas del organismc. Ad4n, cuando los
principios integradores de la exXpresibn del netabolismo
secundario, en los programas de diferenciacién de 1las células
vegetales, no son del todo conocidos y de hecho no . hay un

criterio que expligue porque, en algunog cagsos se dispara la



biosintesis de productos secundarios; en aleunas lineas celulares
se ha observado, gque bajo determinadas condiciones de cultivo se
forman estos compuestes en ciélulas no especializadas. Por elle,
rasulta importante el estudio v elucidacion de todos aquellaos
factores qQue influyen en la formacién v acumulacidn de estos
metabolites en la planta madre y paralelamente, los que estin
implicados en su producién via Crv.

En contraparte con lo citadc, existen también referencias en
las que se mencionan rendimientos iguales e incluso mavores de los
compuestos, en relacidn a los que se encuentran en la planta
madre. En 1982 sge citaban un total de 30 casos en que asto se
hebia presentado (Staba, 1982). El casoc mds relevante. esta
representado por la produccidn de shikonina & partir de cultivos
de células en suspensidon de Lithospermum erithrorhizon, en los
que se han logrado establecer las condiclones para elevar su
rendimiento entre 10 y 15 veces sobre el de la planta intacta
(Zenk, 1978). Como ademis se ha logrado mentener estable sgu
produccidn ha sido posible el escalamiento y desarrollo a niveles
comerciales, en fermentadores de 750 1. Este c¢aso pone de
manifiesto la factibilidad de que estas técnicas puedan aplicarse
& otras espécies vegetales, con 2l fin de producir compuestos de
interés comercial.

Fowler 1986, cita que actualmente el 25 % de los
medicamentos de patente tienen su origen en fuentes vegetales, lo
que explica el creciente interds en la busqueda de otra=m
alternativas para su obtencidn. Este hecho se ha visto reflejado
en que, da los trabajos de investigacidn presentades en el VI

Congreso Internacional de Cultivo de Tejidos Vegetales, llevado a



cabe en Minnesota (1926). ralacionados con la produccidén de
matabolitos secundarios. el 72 % se refirieron a productos de
interds farmacdutico y dentro de estns el 67 YW especificamente a

alcaloides {Collinge, 1986).

b} ASPECTOS GENERALES B IMPORTANCIA FARMACOLOGICA DE LA ATROPINA
Y LA ESCOPQLAMINA.

La atropina (DL-bigsciamina) v 1la escopolamina (DL-
hioscina}, son alceloides derivados del tropano, amplianente
utilizados por sus efectos en el sistema nervioso central vy
periférico. De sus efectos destaca: su empleo como midrilticos,
va que csausan la dilatacidn de la pupila, paralizan el iris y el
misculo ciliar. Como se menciond, estos alcaloldes afectan al
sistama nervioso central, la atropina causa activacién mientras
que 1la hioscina (escopolamina) actua como depresivo. Se usan
ademas como hipnéticos y en general como antiespasmédicos.

ALa atropina se aplica tambiédn para aliviar los espasmos
musculares del estdmago y del tracto intestinal, inhibe 1la
gsecrecidn salival y suprime la hiperacidez; tiene accidn contra
la tom, w8sobre todo convulgiva, contra el enfisema pulmonar y en
particular el ‘asma. A dosis vajas, entre 0.5 y 1.0 mg disminuve
la frecuencis cardiaca y en dosis mayores de 2.0 mg la incrementa.
Es antidoto de la worfina, del gas neurcotdxico
(dialquilfluorofosfatos) y de los insecticidas fosfatados, ademas
se emplea en las intoxicaciones por honges.

La eBcopolamina presenta efectos drasticos sobre la corteza
cerebral, con depresién inmediata particularmente de las areas

motoras., La intoxicacidn con escopolamina produce inconciencia., a



veces alucinaciones seguidas de confuclén mental, pérdida de la
memoris e incluso lea muerte (Guerra y Olivera, 1954; Leete, 1959;
Font Quer, 1973; Anozie, 198B6).

Por otra parte, el bromuro de N-butilhioscipa, due deriva de
la escopolamina ¥y es el principio activo de las presentacicnes
farmacéuticas de patente, tiene accidn anticolinergica susve vy
tanbidn espasmelitica, al igual gque la atropina pero con  menor
duracién. Se sabe que bloquea =] sistema nervioso inhibiendo las
neuronas colindrgicas ganglionlcas, snlo que como sal cuaternaria
tiene la caracteristica de que gu accidén anticolinérgica sobre
el sistema nervioso central desaparece, manteniendose sdlo 1la
accidn sobre el sistema nervioso periférico. De esta manera,
reduce la peristilsis sin perdida del tono en la terapia contra
la dlcera péptica. Finalmente, reduce los espaswos renales,
biliares vy gastrointestinales (Henry, 1949; Rosentein. 1985;

Anozie, 1986}.

Una de las fuentes tradicionales de estos compuestos ha sido

Atropa belladonna, de la cual 1los laboratorios Boeringer

Ingelheim/fher, 1llegaron a cultivar hasta 6.57 hectidreas en
Bandaioz Espafia. Sin embargo, su cultivo se abandoné desde 1984,
ya que produce mucha mis atropina que escopolamina, que es el
compuesto de mayor interéds. Este cultivo ha sido reemplazado por
el .de Datura inexia, de 1la que en 1987 se cultivaron 350

hectAreas por esta misma empresa (T. Adzet Porreddn, comuncaciodn

personal *}.

*= Facultad de Farmacia, Universidad de Barcelona, Espafa.



En México, D, inoxia ¢s  uns sspécle aque se  encuentra
naturalmente discriiiido a lo largo de teda la republica, desde
Zinsloa hasta Yucatdn; no obstant= no ha sido estudiada para su
nosible domesticacidn, 1o cual permitirio =1 desarrolle Jde la
tecnnioRia para sy explotacidn racional. Este seria de particular
importancia, ya que &n 21 pais la atropins v la escopolaminag son
Lompuestos  que se importan 2n 8su totelidad, representandoe  una
salida de divisas importantsz.

ademds de Atropa vy Datura, existen otros géneros de 1la
forilia Scolanaceae, que tienen la capacided de sintetizar estos
alcaloides, tales como Hyescysmus, Scopelia, Solandra, Duboigia y
Brugmansia. Sin embargo, hay una gran variabilidad tanto en el
rendimiento total de alcaloides, como en el tipo de alcaloides
producidos. Esta wvariacidén es notable alin en el mismo género vy
egpécie v esta en  funcidn de condiciones geograficas,
climstoldgicas, etapa fenoldgica de la planta, existencia de
razas quimicas, hibridos, etc. (Evans, 1979). Por estas razones
resulta de interés el estudio de otras pesibles alternativas para

1a produccién de estos alcaloides.

Por todo 1lo anteriormente mencionado, se plantea la
conveniencia de investigar vy desarrollar las condiciones  para

establecer cultivos de callo de Datura inoxia Mill * utilizando

material biolégico colectado en Mérxico v determinar el contenido

4+ La descripcidn original de la especie se hizo bajo el nombre de
Datura inoxia, no con el de Datura ippoxia. Con este criterlo
en el presente trabajo se emplea el nombre original (R. A. Bye,
comunicacidn persconall.




de alcaloides totales en calles derivados de diferentes
explantes, al ser scmetidos a diveress condicicnes en cuanto a
medios de cultivo empleados, tipos v concentracidn 4e  hormonas
vepetales vy otros factores. Ademss de detectar la presencia de

atropina v escopolamina en cultivos indiferenciados.



ANTECEDENTES

a) BIOSINTESIS DE HIOSCIAMIMA ¥ HIOSCINA.

Dada la importancisa farmaceldgica de e2stos alcalolides, se
han llevade a cabo numerosas investigacicones con ei fin de
elucidar su via metabdlica, Se ha establecido, que la sintesis de
28t05 alcaloides implica la esterificacién de 2 moleculas; por un
lado la tropina, <que es bisica v aporta el N come grupo amino a
la molécula (Fodor, 1971); por otro el &dcido trépico, <cuya
formacidn invelucra una desaminacidn v un rearreglo
intramolecular de la cadena lateral de la fenilalanina ( Fodor,
1968) .

La tropina por su parte, se biosintetiza a partir de la
ornitina {amino&cida que a su vez deriva del Acido glutamiceo), e
involucra reacciones de metilacidn, descarboxilacién, oxidacidn v
condenzacidn con el acetoacetato, pava formar la higrina., Esta
tltima =se incorpora posteriormente para constituir la tropina,
probablemente via dehidrohigrina y tropanona (Leete, 1980), o
bién via #steres de la higrolina (McGraw et al., 1982) en el caso
del geénero Datura.

La hioscina es el producto final de esta ruta biosintética y
se forma de la epoxidizacidén de la L-hiosciamina. Esta reaccidn
toma lugar probablemente via éB-hidroxihiosciamina con la pérdida
de los hidrdgenos Beta del C-6 v C-7: esta es una reaccién
interconvertible, pero por su misma cinética se ve favorecida
hacia la formacidn de la hioscina (Leete, 1980; Hashimoto et al.,
1987: Staba,1980). En la figura No 1, se presentan en Torma

resumida 1los principales eventos de la biosintesis de estos
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FIGURA 1.~ Principales eventos de la Blosintesis de la hioscina y la hiosciamina.

{basado en Fodor, 1968; lecte, 1980)
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alcaloides (bassdo en Fodor, 1968; Leaete, 1980).

El sitio de sintesis de la hiosciamina y la hiogcina en la
planta ha sido objetn de discusidn, pero en general se ha
planteado la necesidad de la presencia de ia estructura de la
rajz para la eficiente incorporacidn de la fenilalanina en el
Acide  Trépico (sStaba, 1968; HNowacky, 19783, por lo tanto se
seftiala a la raiz como sitic de sintosis para la hiosciamina. En
cuanto a la hioscina hay evidencias de que pueda llevarse a cabo
en las partes sereas de la planta (hojas) (Yamada y Endo. 1984)
v/o en la raiz (Hashimoto y Yamada, 1983; Hashimoto et al., 1986;
Oksman-Caldentey 2t al., 1987). Sin embarge, se ha viesto que la
adicién de fenilalanina, 4cido trépico, ornitina, tropina,
higrina vy otres precursoraes a cultivos in vitro, puede aumentar
la produccién de los alcaloides del tropano, aunque su efecto
varia en las diferentes especies (Aitchinson et al., 1977; Leete,

1980; Staba, 1980; Kitamura et al., 1986).

b} PUENTES PRODUCTORAS DE ALCALOIDES DEL TROPANO.

Los alcalolides del tropano constituyen un grupo de
metabolitos secundarios que se encuentran en varios géneros de la
familia Solanaceas. En la tabla 1, se presenta brevemente como
esta distribuida la sintesis de los alcaloides del tropano dentro
de la familia (basado en Evans, 1979).

Existe una gran variacién en cuanto a 1la compoaicibh v
contenido de estos alcaloides entre los diferentes géneros, asi
en Atropa belladonna L. se citan contenidos que van desde 0.2 % *=
** En el presente trabajo todos los porcentajes de alcaloides

estan dados en base al peso seco, cuando no es asi se
especifica.

11



TABLA 1.- PRODUCCICN DE ALCALOIDES DEL TROPAMO EM LA FAMILIA SOLANACERE (EVANS, 1979)

GENEROS QUS COHTIENEN

TRIBU SUBTRIBY MLCALOIDES DEL TROPANO RIOSCIAMIEA ¥/0 HIOSCIXA
szrzzszas szzszzsz serzazns
Nictandrese Un solo genero que sintetiza
higrina y tropinona
Solaneae Lyciines Sole 3 generos que sintetizan Atropa, Latua y
del tipo de la hiosciasing Acnistus
lyoseyaninae Todos lo generes sintetizan Scopolis, Hyoscyzaus,
del tipo hiosciamina-hloscine Physochlaina y Przevalskia
Solaninae Solo 2 genarcs que sintatizan
tigoyl esteres
Hardragorinag Grupo heterogenes, solo 2 generos Mardragora y protablesente
sintetizan alcaloides de! tropano Salpichroa
Daturese Todas las especies profucen un Datura, Solandra y
range amplio de alcaloides del 8rugaansia
tropano, particularsente del tipo
hicsciamina-hioscina
Cestrese o se reportan alcaloides del
tropano
Salpiglossidese Alcaloldes del tropano restringides Duboisia, Anthocersis

& 3 generos australianos, frecuen- y Anthotroche
tesente junto con alcaloides deri-
vados del pirrol




a 1.0 % de alcaloidues vertales, de log cuales la atropina (DL~
hiosciamina) es el proncipal componente {Henry., 1949}, aunque
astas concentraciones variean en las diferentes partes de la
planta, Asi, en la ralz se reportan concentracionss de 0.340 7 de
atropina y de 0.008 % de escopelamina, en tanto que en tallos se
han encontrado contenidos de hasta 0.15 % de atropina y sblo
trasas de escopolamina {(Kamada et al.. 1986).

En  Hvoscyamus muticus L. se presenta tombién una variacidn
en el contenido de alcaloides del tropano en tfuncidn tanto de la
etapa fencldgica de la planta como de la parte anatémica de la
misma, De acuyerdo con algunas investigaciones, en la hoja se
alcanze un maximo de 0.4 % de escopolamina justo antes de la
floracidn, en tanto que el mayor contenido de hiosciamina (1.2 %)
ocurre durante la epoca de floracién en pleno. En la raiz no se
pregentan variaciones tan evidentes en las diferentes etapas
fenoldgicas, pero si hay una tendencia a que se 1incremente la
concentracidén de hiosciamina (0.5 %A) durante la maduracion del
fruto: asi como de escopolamina (0.19 %) antes de la floracidn
(Sharma et al., 1986). Por otra parte ge ha encontrado que ain
cuando existe una gran variabilidad en el contenido de estos
alcaloides entre las plantas de una misma poblacién, en general
hay de 2 a & veces mis hiosciamina que escopolamina (Oksman-
Caldentey et al., 1987).

Del  ga&nero Scopolia se han estudiado varias espacies,

encontrandose que en rizomas de S. ca Jacq. los

contenidos de los alcaloides totales varian de 0.43 % a 0.51 %,
siendo en su mayor parte hiosciamina y hioscina (Henry, 1949).

For otra parte, en las hojas de S. Japonica Maxim. el contenido
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de alcaloides totales reportado es de 0.18 %, qgue en su  mayor
parte fueron hiosciamina v norhiosciamina (Henry, 1949). Enp otros
estudios con S parviflora Nakai., se han reportado concentraciones
de 0.340 % en rizoema vy de 0.043 % de alcaloides totales en la
hoja (Tabata et al., 1972).

El género Duboisia resulta de amplio interéds, va que las
plantas de este género puaden sintetizar tanto alcaloides del
tropanho como de la piridina. Ademds, dentro de los alcaloides del
tropano producen principalnente escopolamina (Cosson vy Vaillant,
1676; Evans, 1979).

Asi, para plantas de D. myoporeides F. Muell, existen
reportes en 1los que se menciona que el contenido de escopolamina
varia de 0.183% % a 0.470 S dependiendo de las condiciones de
temperstura vy fotoperiddo vy que el contenido de hiosciamina
filuctua entre 0.032 % v 0.160 % bajo las wmismas condiciones.
Cuando las plantas se mantienen a temperaturas de 2«06 durante el
dia y de 2200 por la noche y con un fotoperiddo de 16 horas luz,
el contenido de escopclamina ha alcanzado hasta Q.680 % (Cosson y
Vaillant, 1976).

En esta misma espécie, se han encontrado concentraciones da
0.175 % de escopolamina 0.100 % de atropina en la hoia; de 0.035%
de escopolamina v 0.203 % de atropina en tallos y de 0.006 % de
egcopolamina vy 0.014 % de atropina en la ralz. Eg interesante
hacer notar el bajo contenido de estos alcaloides en la raiz, que
es el drgano propuesto come sitio de sintesis, esto probablemente
séa debido a que se ha registrado una alts actividad de 1la

atropina esterasa en este 4rgano, lo cual no sucede en la hoja

que es donde se acumulan en mavor cantidad los alcaloides del
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Tropane en esta sspacie (Kitamura et al,, 198s).

D. DQEE9941§ F. Muell ditfiere de las otras especies de este
género en que tiene mayor proporcidén de alcaloldes derivados de
la piridina vy es importante resaltar, que si bien en las hojas el
principal alcalolde es  la nornicotina, en la raiz es la
hioscina, que 1llega a representar hasths el 55.6 % del total de
alcaloides en este drgano {(Luarantana v Griffin, 1982).

Existen reportes en los que se ha demostradoe la existencia
de hioscismina vy de hioscina en las especies del género
Mandragora. tales como M. officinarum L., M. autumpnalic Bestrol.

¥y M. vernalis Bertrol. (Jacksonh y Berry, 1979).

Las plantas pertenecientes al género Solandra, tienen

también la capacidad de biosintetizar alcaloides del tropano,
aunque han sido menos estudiadas que otros géneros. Sin embargo,
se ha encontrade que el contenido en plantas de §, laevis Hook es

del orden de 0.16 %, en su wayor parte hiosciamina (Hebry, 1949).

Otras especies en las que se ha estudiado el contenido de

5. glandiflora Swartz, y $. hirguta Don., encontrandose en todos
hiosciamina como principal alcaloide {(Evans, 1979).
Del género Datura, son varias las especies estudiadas, pero

destacan D. metel L., D. straponium L. v D. ipoxia Mill. En estas
especies como en otras ya mencionadas, el contenido de alcaloides
fluctua en funcién de diversos facrores. En el caso de D, metel,
se observa un aumento gradusl en la concentracidédn de alcaloides
totales conforme la planta asvanza en su desarrollo hasta alcanzar
0.62 % en la raiz cuando la planta tiene una edad de 3 a 4 meses.

En cuanto al contenido da alcaloides en diferentes érganos de la
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planta (ver tabla 2}, se puede observar que mientras el mayor
contenido de hioscina esta en 1a semilla, la apoatropina 3 mis
abundante en la raiz, que por atro lado s el 4rgano dondae la
acumilacidn de hioescina s menor (Bl et al., 19u8%).

En las partes aereas de D. inoxia, Se reporta que existe una
mayor c¢oncentracidn de escopolamina que de hiosciamina vy una

relacidn inversa en la raiz, como puede verse en ia tabla 3

{(Witte et al., 1987). Como en L. me

1, tambien en D. inoxia el
contenido de alcaloides totalas se ve afectado por la =atapa
fenolédgica de la planta, alcanzando su nivel mads alto durante la
etapa reproductiva {(Nandi y Chatterjee, 1975) . En la tabla 4 se
presentan las variaciones en el contenido de alcaloides totales
en diferentes d&rganos de plantas de D.  inoxia en funcidn de
diferentes etapas fenolégicas.

Se han estudiado también los efectos de las condicionss
eddficas, de humedad y estrés salino sobre la sintesis de
alcaloldes del tropanc en D. inoxia, pudiendose notar gue las
condiciones edadficas y de humedad afectan tanto al desarrollo de
la planta v la cantidad de semillas producidas, como al contenido
total de alcaloides (Kapahl y Sorin, 1978).

Cuando las plantas de D. 1inoxia se someten a estrés salino,
la concentracidn de alcalcides del tropano se ve incrementada.
Por ejemplo, 5e ha obtenido una concentracidn de 0.44 % en hojas
de plantas sometidas durante 15 dias a tratamiento de estres,
contra 0.15 % en hojas de las plantas contrel. Sin embargo, este
efecto no se manifiesta en las ralces, donde el contenido de

alcaloldes fue de 0.71 % en las plantas sometidas a estrés, que

es ligeramente menor gue el observado en las plantss sin ftratar
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TABLA 2.~ CONTENIDO DE ALCALOIDES DEL TROPANO EN
DIFERENTES ORGANOS DE Datura metel
(Bi et al., 1985%)

QORGANO HIOSCINA APQATROPINA
(%) (%)
sumoscsomosss-scooEsEssssSTsSsSS3sSSrEsSEosasSSsSIompESEsREs
Raiz 0.0931 0.1280
Hoja 0.4900 2.5300
Fruto 0.4870 0.0181
Semilla 1.000 0.0964

TABLA 3.~ CONTENIDO DE ALCALOIDES DEL TROPANO EN
DIFERENTES GRGANOS DE Datura inoxia Mill
(Witte et al,, 1987)

TABLA 4 .- CONTENIDO DE ALCALOIDES TOTALES DE Datura inoxia
EN DIFERENTES ORGANOS Y TRES ETAPAS FENOLOGICAS
(Nandi y Chatterjee, 1975}

ALCALOIDES TOTALES

ETAPA (%)
FENOLOGICA HOJA TALLO RAIZ
capszxscorzac = =
Prerreproductiva 0.35 0.22 0.29
Reproductiva 0.49 0.30 0.36
Postrreproductiva .41 0.24 0.31



{0.77 %) &n un periodo de tiempo igual (Hrachet y Cosson, 1986).
la aplicacidn de diferentes fertilizantes, tales como; sulfato de
amonic, superfosfato de amonio, nitrate de potdsio dibAsico v
mezcla de sulfato de amonio con superfesfatoe de amonio 1:1. La
mejor respuesta se obtuvo al fertilizar con nitrato de potdsio,
tante para la produccidn de biomesa por planta (22.7 8 en peso
seco considerando uWnicamente hojas y flores) coemo para el
contenido de alcaleoides totales, que fuéd de 0.38B % en este caso
(Sinha y Varma, 1966)

Como se puede apreciar de estas investigaciones, la sintesis
de alcaloides del tropano en las diversas especies mencionadas,
varia significativamente en funcidn de diferentes factores, como
son: las condiciones ambientales, edaficas, etapa fenoldgica de
la planta, etc. (ramada v Endo, 1984)). AUn en la misma planta se
presentan fluctuaciones en las concentraciones de alcaloides en
los diversos érganos (hoja. flor, raiz, etc.). A lo anterior hay
que agregar el factor genético, ya que dentro de la misma especie
hay diferencias entre unas poblaciones y otras (Evans, 1979).

Por todo esto. resulta de interés la busqueda de vias
alternativas para la obtencién de los alcaloides del tropano, gue
permitan tener en alguna forma un control m&s estricto sobra su

produccidn.

c) CULTIVO DE TRJIDOS VEGETALES EN LA PRODUCCION DE ALCALOIDES DEL
TROPANO.
La aplicacidn de las técnicas de CTV como wia alterna para

la produccidn controlada de compuestos secundarios vegetales de
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-interds, esta enfocada a lograr gue las células sean capaces  de
produsir v acumular cantidader substanciales de metabolitos
sacundarios que normalmente se sintetizan en cantidad limitadas en
las céiulas de la planta intacta; va sea que se involucre toda la
via biosintdtica o sd&lo etapas que comprenden 1 o 2 enzimas,
como sucede en la biotranstformacidn (Dix, 1986).

La acumulacién del metabolito secundario en cualquier etapa,
es el resultado del balance dinimico enfre procesos de sintesis,
bictransformacidn y degradacidn. Esta e85 una sitdacidén muy
compleja Vv es probablemente la razdén por la que los estudios que
se han llevado a cabo. acerca de las condiciones de cultive que
influyen en la acumulacién y sintesisc de los metabolitom
secundarios, sean hasta el momento basicamente empiricos en su
mayoria.

La produccién de alcaloides del tropano en cultivos de
c&lulas ha sido muy variable. aunque en general los contenidos
han sido bajos con respecto a los de la planta intacta ¥y en la
mayor parte de los casos el alcaloide mis abundante ha sido la
hiogciamina, aun cuando el culitivo provenga de un tejido rico en
escopolamina. Por ejemplo, en cultivos indiferenciados de Datura
metel se ha reportado 0.171 % de alcaloides totales, de los
cuales unicamente 0.0825 % es escopolamina (Misawa y Samejiina,
1978) .

Se ha discutido la posibilidad de que como sucede en las
plantas, los metabolitos secundarios sean degradados en el CIV.
Sin embsfgo, esto nc se ha probade y en cambio se ha visto que
adicionando alcaloides del tropano a cultivos de células en

suspensidén de Atropa |

adona, ha sido posible recuperarlios
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hasta en un S6 a 70 % despuds de & semanas (Bohm, 1978). En otros
estudios con Dubolsia wmyoporcides, se ha reportado la actividad de
la atropina estarasa {=pzima gue degrada la hiosciaminal) en la
raiz de la planta intacta, en tanto que en cultivos de células de
estp misma plant2 tal antividad no ha sido detectada, por lo qua
la baja concentracidn de alcaloides del tropane e€n los cultives
da células, al parecer no se debe a una degradacidn enzimitica

como sBucede en la raiz da2 D. myopgraide

Tampoco parece probable que se deba 3 canbios de origen
gendtico an las cdlulas, tales como muraciones,
endorreduplicacisn, fragmentacidn nuclear, etc. (Bohm, 1978), va
que al regenerar plantas de cultivos de chdlulas en suspensidn de
Datura inoxia. el patrén original del tipo y concentraciones de
alcaloides se recupera (Bhom, 1978; Hiraoka vy Tabata, 1974). En
ocasiones se ha superado inclusc la concentracibdn de alcaloides en
las plantas regeneradas cop respecto a la original, como se ha
reportado en Duboisia leichhardtti F. #uell (Yamada vy Endo,
1984), donde &e pudo observar que el contenido de atropina vy
escopolamina en hojas de la planta madre es de 1.38 % y 0.1% 7
respectivamente, en tante que en las holas de las plantas
regeneradas es de 1.16 % de atropina v 0.74 % de escopolamina,
esto representa 4.9 veces mds escopolamina de lo obtenido en la
planta original.

Lo anterior demuestra que todo ¢l potencial gendtico vy
fisiolégico necesario para la sintesis de estos alcaleides esta
presente en la célula aislada, pero que hay que encontrar las
condiciones adecuadas para superar los progesos de control

metabslico de 1la planta. Sin embargo, hasta el momento no es
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posible estimar como &3 qQue Los tipos de ploidias que se sabe se
presentan en los cultivos de células, pueden influir en la
expresidn de la  informacidn gendtica existente, va que
aunque las plantas regeneradas mantienen clerta inestabilidad
genética, esta depende de factores tales como el tipo de explante
enplesdo para genervar el cultive, edad del cultivo 19 g}ygg etc,

(Reish. 1983). Con respecto a plantas productoras de alcaloides

del tropano, se ha visto que en Datura inoxia (Hiraoka y Tabata,

1974) ol porcentaje de ploidias va disminuyende gal regenerarse

lss plentas, slends muy alto en los cultivoes de células (70 %

apro%.) y mucho menor en las plantas regeneradas (20 % aproX.}.
Bisicamente las formas de incrementar la productividad de
los cultiveos de células vegetales pueden resumirse en:

1} La manipulacidén de varios factores dentro del establecimiento
v condiciones de cultivo, de tal manera que todas o la wmayoria
de las células de la poblacidn sean capaces de eXpresar la
via biosintética involucrada. Estos factores son, por un lado
el tejido del Qque Fe origina el cultivo y por otro las
condiciones en que se cultivan las células.

Estas condiclones pueden ser:

a) Quimicas, tales como las sales de los macro v
micronutrientea, hormonas, fuente de carbono, precursores,
etc., ademis de otros componentes que pueden inducir estrés,

coms la adlcidn de c¢ompuestos inductores (elicitores), de
subatancias que aumenten la presidn osmdtica, etc,

b} Fisicas, como la intensidad vy calidad de 1la luz,
fotoperiddo, temperatura, etc.

2} K1 estudic de 1las rutas de Bintesis, de las enzimas
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invelucradas, etc.

1) La seleccidn de lincas hiperproductoras estables. Si bien este
aspacto ha presentado cierta dificultad, va que generalmente
las lineas seleccionadas no mantienen su alta productividad
por tiempes largos.

4} Por Qltimo en una etapa posterior esgtan los aspectos
referantas a la biloingenizria,. como 21 desarrollo de un tangua
de cultivo adecuado para la produccidn a gran escala (Dix,

1986; Becker, 1987, Fujita v Yamada, 1987}.

Los aspectos a conciderar dentro del primer punto son

complejos, y por lo tanto es conveniente revisarlos.

1) ORIGEN DEL EXPLANTE.
La seleccidn del material apropiado para iniciar el cultive
ha sido objeto de controversia. ya que como se ha mencionado se

concidera aque las cilulas de cultivos in vitro son totipotentes.
y por ande cualquier célula debe poder reproducir las
caracteristicas de la planta madre bajo las condiciones
adecuadas. De acuerdo a esto se ha planteado la conveniencia de
iniciar 1los cultives in vitro a partir de plantas con altos
rendimientos, no obstante los resultados reportados en diversos
trabajos sonh muy contradictorios, adn enh investigaciones c¢on la
misma espécie. Asi, por ejemplo al estudiar la respuesta de
catharanthus roseus, ZenK et al., 1977 (citado en Fowler, 1983)
cbservaron que plantas hiperproductoras originaban cultivos
altamente productores v viceversa; en tanto que Roller, 1978

(citado en Fowler, 1983) no encontrd ninguna relacidn entre el

contenido de serpentina en callos vy el de las plantas de las que

22



fueron origlnados. No obstante, al parecer no existen reportes
que indiquen la obtencidn de cultives altamente preductores que
s originen de plantas con bajos randimientos (Fowler. 1986).
lgualmente conflictiva eg la selaccidn del tejido que se
toma como explante, p=2ro al parecer hay evidencias de que aun
cuando  los cultivos rara vez exhiben caracteristicas idéinticas a
las de los tejidos que los originaren, si precentan propiedades
egpecificas que Be nantienen por large tiempo (Meins, F., 1986).
Asi por ejemplo el patron de isocenziwmas en los extractos de
2ultives en suspensidn, iniciados de raiz, hipocdtilo v cotileddn
de la misma planta, son diferentes v esta diferencia se mantiene
por mucho tiempeo. Por otro lade, se ha observado que en cultivos
derivados de distintos tejidoa de plantulas de lino (Linum

usitatissimum), se retienen las mismas caracteristicas en cuanto
a la concentracién de la enzima peroxidasa, que aquellas gue
presentaron los tejidos de los cuales se originaron. Sin embargo
existen otros reportes an los que no s& ha observado relaciédn
alguna entre las concentraciones de metabolitos secundarios en
los cultivos vy la concentracidn de los mismos en los tejidos que
sirvieron como fuente del explante (Staba, 1982). De hecho, baijo
el principlo de 1la totipotencialidad, cualquier célula de
cualquier parte de la planta debe tener lo capacidad de expresar
las caracteristicas de la planta madre.

En los estudios efectuados con plantas productoras de
alcaloides del <ropano, se han usado diversos explantes como
hoja, tallo, rizoma, puntas apicales y brotes florales sin que en
general se havan reportado diferenclas notables en el contenido

de alcaloides de los cultivos derivados de ellos (Tabata e



Hiracka, 1976). No obstante, en los cultivos desarrollados a
partir de los 4rgancz gque sintetizan el metabolito dea  interads,
podria esperarse que los controles de represidn no se  encuentren
activos vy por le tanto, la posibilidad de guz se exprese la via
blosintética que implica la formacidn del compussto buscado, sea
mavor. Como se ha mencionado. aun en algunos casos en 1os que en
la plenta madre la.produccidén de tales metabolitos se  realiza
sblo en determinadas etapas fenolédgicas, o bien su expresidn esta
aparentemente relacionsda con otras actividades morfoldgicas vy
bioquinicas del organisme, ha side posible observar en ocaciones
la producciaén del metabolito secundario en células no
especializadas en cultivos in vitro bajo deterninadas
condiciones.

Considerando todos estos aspectos, resulta aconsejable tomar
el explante de la planta y brganc que preduzcan la mayor cantidad

del metabolito deseado (Staba, 1982).

14) CONDICIONES DE CULTIVO,.

Las rcondiciones de cultivo, tanto fisicas como quimicas,
pueden ser manipuladas con el fin de permitir la expresidn del
metabolismo secundario, vya sea induciendo y/o activandoc algunas
enzimas o por el contrario ejerciendo 21 efecto inverse en el
caso de posibles enzimas que repriman la via secundaria.

De los factores involucrados, probablerente uno de los que
mas  influyen es la composicidn del medio de cultive, La base de
todos los medios de cultivo, es una mezcla de sales que comprende
a los macro. y micronutrientes, junto con una fuente de carbono.

Sin embargo, para poder iniciar y mantener tapte el cultivo,

24



indiferenciado en cste caso, como las caracteristijcas de
ewpresisn gendtica desaadas, es necesario  agregar otros
compuestos tales como vitaminas v reguladores del crecimiento
tauxinas, cltocininas, ate.).

Las auxinas tiene efecton substanciales en la
desdiferenciacisn celulsar vy tanto estas como 1las clitocininas,
tienen efectos en la sintesis y rendimientos de los metabolitos
secundarios. Es impoortante hacer notar que para cada espédcie que
se ensava deben establecerse los requerimientos adecuados de los
reguladores del crecimiento.

En relacidn con lo anterior, se ha visto que al comparar los
contenidos de alcaleoides totales en cultivos de células de
Hyoscyamus muticus, mantenidos en medios suplementados con ANA,
AlA o 2,4-D )a midxima concentracidn (0,067 7) se registrd cuando
se usd AIA 2 una concentracidn de 2 X 1D—SM {Koul et 8l., 1983),

-5
en tanto que para ANA v 2,4-D la mayor concentracién fué de 10 M

detectandose 0.029 % v 0.038 % de alcaloides totales
respectivamente,

Al comparar 1los contenidos de alcaloides del tropano
auxinas a concentraciones de 1, 3 y 5 ppm, se encontrd que el
maximo valor (Q.ul17 %) se presentd cuando se empled ANA a 1 ppm vy
fué disminuyendo al aumentar la concentracidn de la auxina. Por
otro lado cuando se empled AIA o0 2,4-D, si bien se encontrd un
mayor contenido de alcaloldes en concentraciones de 1 ppm (0.09 %
¥y 0.045 % respectivamente), la cantidad de alcaloides fué wmenor a
concentraciones de 3 ppm que cuando se usaron a5 ppm donde. se

recuperéd mis del 50 % de alcaleides totales con respecto a lo
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obtenido cuando se empled la auxina a 1ppm. AGD cuando se detectd
escopolamina en las X concentraciones empleadas de ANA, el maximo
contenido se observi cuando se empled AIA a 1 ppm,  2n ninguna de
otrag concentraciones de AlA ni de las 3 de 2,4-D sc derectd la
presencia de escopolamina (Khanna v Khanna, 197¢).

En callos do Scopolis acutangulus (Kuang-Chi y Cheng., 1981)
g2 ha observado gue bajas concentraciones de 2,4-D estimulan la
sintesls de alcaloides pero retardan el crecimiento, en tante que
altas concentraciones preomusven el crecimiento pero inhiben la
sintesis. El miximo <contenido de escopolamina sa obtuve al
utilizar una concentracidn de 0.2 mgsl de 2,4-D. FPor otro lado =l

ANA estimuld notablemente el crecimiento celular cuando s

W~

administrda a una concentracidn de 1.5 mg/l, s8in embargo, al
emplearsa a una concentracion de 2.0 mgsl se obtuve la mayor
cantjdad de alcaloides, sobre todo de escopolamina

En este mismo estudio, pudo detecstarse que an general  la
c¢inetina inhibe ligeramente tante 21 crecimiento del cultivo como
la sintesis de alcaloides, no c¢bstente, si los calles se cultiven
en un medio sin cinetina vy 2 semanase despuds se transfier=n a un
medio con 1.0 mgrs)l de cinetina, la concentracidn de alcaloides se
ve aumentada conciderablemente, en especial la escopolamina la
cual alcanza hasta 0.485%.

En.cuanto al efecto de las citocininas, en Hyoscyamus niger
(Hashimoto v Yamada, 1987) se ha mencionado que la BA no ejerce
un efecto significativo sobre la concentracidn de alcaloides del
tropanc, mientras que en Datura tatula la cinetina no afacta al
crecimiento celulesr pero baja los rendimientos de alcaleoides

totales, lo que no sucede en Scopelia maxima donde la cinetina
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promueve la sintesis deo slcalotdes {Hantell vy Smith, 1383}

En  contraste con estas observaciones se cira que en  Arropa
belladenna  al compararge los contenides de alcaloides totales en
callos mantenidoes on medies supleasntados <on  cinetina an
combinecidn con  2,4-D, aAMA & AIA Y medios con BA sola o
contentendo  ANA, no e epcontraron diferencias notables, adn
cuandeo presentaron respuestas morfogenédticas diferentes (Benjamin
&t al.. 1987).

£n  otros sstudios con cultives dz cédlulas ep suspensidn  de
Anisodus acutangulys (Scopelis agutangulus) se ha obsarvade que
cusndc  se  suplementa c¢on c¢inetina (0.1 mg/l) v fenilalanina
(5mt4}, 1los culrivos de 12 dias incrementan tanto el crecimiento
celular cone 2l rendimiento de alcaleides, en particular la
hissciamina que se elevs de 0.0203% a 0.0217% v 13 hisscina Qque
se incrementa de 0.0178% 8 0.0412% (Zheng, 1986)

La adicidédn de precursores de los alcaloides del tropanc al
madic de cultivo, presenta a menudo respuestas contradictorias en
cusnto 8 los rendimientos. Para poder explicar esto, deben
tenerse en cusnta todas las interacciones posibles que conducen a
estas  respuestas, por ejemplo, se sabe gque en el caso de les
aminoacidos estos pueden actuar no sdlo como precursores, Sing
también como inductores del metabolismo secundario. Ademés, como
el aminchcidn se adiciona 21 medio externo, el problema pusde ser
el que alcance o no el sitio de sintesis del metabolito dentro de
l1a c&lula (Bohm, 1978},

Existen reportes que indican que la adicidn de ornitina. o

fenilalanina, solas o en combinacién a cultivos de Atrops

belladonna increments el contenido de alcaloides, en especial
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promueve la sintesis de alcaloldes (Mantell v Smith, 1983).

En contraste con estes choarvaciones se <ita que en  Alropas
belladonpa al compararce los contenidos de alcaloides totales en
calles  mantenidos s madios  suplementados  con  cinetina an
combinaciaon con 2,4-D, ANA &4 AIA  y medios con BA sola o
contaniendo ANA, no se encontraron diferenclas notables. adn
cuandn presentaron respuastas morfogendticas diferentes {Benjamin
et al.. 1987).

En otros estudios con cultives de cdlulas en suspensidn de
Anisedus acutangulus (Scopolia acutangulus) se ha observado que
cuando se suplementa con cinetina (0.1 mysl) vy fenilalanina
(5mi), los cultivos de 12 dias incrementan tanto el crecimiento
celular como 21 rendimiento de alcaloides, en particular la
hiosciamina que se eleva de 0.0203% a 0.0217% y la hioscina que
se incrementa de 0.0178% a 0.0412% (Zheng, 1986).

La adicidn de precursores de los alcaloides del tropanoc al
medio de cultive, presenta a menudo respuestas contradictorias en
cuanto a los rendimientos. Para poder expllcar esto, deben
tenarse en cuenta todas las interacciones posibles que conducen a
estas respuestas, por ejemplo, &e sabe que en el cagso de los
aminoacidos estos pueden actuar no sdlo como precursores, §ino
también como inductores del metabolismo secundario. Ademas, como
el aminoicido se adiciona al medio externo, el problema puede ser
el que alcance o no el sitio de sintesis del metabolito dentro de
la cklula (Bohm, 1978).

Existen reportes que indican que la adicidn de ornitina o
fenilalanina, solas o en combinacién a cultives de Atrops

belladonna incrementa el contenldo de alcalecides, en especial
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al agregarse juntas v adicionandose al 3S%avo. dia de iniciado el
cultivo, <cuando se encuantra en la fase estacionaria. En estas
condliciones la concentracidn de alcaloides totales ha podido

incrementarse hasta ©¢,06% (Benjamin et al., 1987)

cus la adicién de la ornitina junto con el
ester del acetoacetato vy dcldo cf{trice como agente reductor,
incrementa la concentracidn de alcaloides del tropano hasta 2.5
vecas con respecto al control (Koul et al., 1983). Por otro lado
al agregar N-matilputrecina & fenilalanins a cultivos de H. niger
al principio de 1la incupacidén, los rendinmientos de alcaloides se
alevan; en tanto que al agregar un precursor mis cercano como la
tropina, el efecto inductor es mis marcado si se adicions a los
12 dias de iniciado el cultivo.

El precursor gque mds incrementa el contenide de los
alcaloides del tropano en H. niger es el 4cido trdpico, tanto si
se adiciona al principio como a los 12 dias del inicio del
cultivo. No obstante, al apadir el 4cido trépico en una
concentracién de 1 mM el crecimiento se ve inhibido, esto puede
evitarse agregando 4cido carboxilice cuando el cultivo se
encuentra a la mitad del periodo de crecimiento (Hashimoto vy
Yamada, 1987).

En estudios efectuados con Scopolia parviflora, se ha
reportado que al adicionar individualmente fenilpiruvate, L-
fenilalanina, L-ornitina o L-prolina al medioc de cultivo, no se
observa ningin efecto sobre la concentracién de alcaleides, pero
el crecimiento se reduce en un 60% (Tabata et al., 1972).

En contraste, investigaciones con Duboisia leichhardtii no

han detectado ninguna influencia del scide tropico, a
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concentraciones entre 1.0 mit vy 9.1 mM, sobre le sintesis de los
alcaloldes del tropano v en cambio a concentraciones de 1.0 zM se
registra una inhibicidn del crecimiento (Yamada y Endo, 1984a)

Estudios en calles provenientes de hojas o semillas de

Datura

y DB. tatula, han demostrado que la
administracién de tenilalanina al medio provoca que sa
incrementen los niveles de alcaleoides. 35Sin embargo, en otros
estudios con callos generados de raiz de D, stramonium., se ha
observade que sblo 1a adicién de ornitina y Acido trépico Jjuntos
incrementa el nivel de alcaloides (Altchinson et al., 1977).

como se menciond, se ha reportado que la adicidn del acido
trdpico a cultivos de Scopolia parviflora, proveoca un incremento
en la concentracisdn de alcaloides del tropano, 1o gue no sucede
©l suplementar el medlo con fenilalanina, &acido fenilpiruvico u
ornitina. Esta misma respuesta se ha observado en cultivos de
dcido trépico a partir de la fenilalanina {(Aitchinson et al.,
1977). No obstante ep otros trabajos se ha encontrado positiva 1la
administracidn de orpitina, fenilalanina, tirosina v N-
fenilpiruvate para la sintesis de alcaloides del tropano en
cultivos de células de Datura sp, pero debido a que al mismo
tiempo se observa una inhibicidn en el crecimiento del cultivo,
no es posible saber si es una influencia directa o indirecta
sobre el metabolismo secundario (Bohm, 1978).

Se ha mencionado que los alcaloides del tropano se
sintetizan a partir de algunos intermediarios del cilclo de Krebs,
por lo  tanto la adicidén de dcidos organicos de este cicle al

medio de cultivo, podrian promover no sdlo el cerecimiento
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colutar, sinc tambidn la sintesis de estos alcaloldes (Kuang-Chi
v Cheng, 1981). Basados en esta posibilidad. se han realizado
experimentos suplementando el medic con algunos Acides orginicos
v se ha observado que #n Scopolia acutangulus la administracion
de los acidos succinico, cltrico, madlicoe vy acetoglutidrico,
favorecen el crecimiente de  las cultivos  pero  reducen =1
contenido de los alcaloides, en especial el de la escopolamina.
Por otro lado cuando se agregs dcido fumdrico se incrementa 1la
conzentracidn de estos alcaloides, principalmente el de 1la
hiogciamina, no obstante al crecimiente se ve inhibido en un 277
con respecto al control. La administracién de succinato de sodio
al medio de cultivo incrementa tanto el crecimiento como la
concentracisén de alcaleides en cultlvos en suspensidn de
Hyoscyamus muticus (Koul et al., 1982).

En lo referente a la fuente de carbono., se ha menclonado que
en  general wuna elevacién del contenido de sacarosa, da como
resultado un incremento en los rendimientos de metabolitoes
secundarios en cultivos 1in vitro. Probablemente este efecto sea
debido a un aumento en la presidén osmbtica, causando un efecto de
estrés que podria explicar el incremento en le& produccidn de
varios metabolitos secundarios (Collinge., 1986)., En apovo a esta
propuesta se ha observado que en cultlvos de cdlulas de tabaco
{Nicotiana sp.) adicionados con 5% de sacarosa, esta no se agota
como sucede cuando se inicia el cultivo con niveles mads bajos de
sacarosa (Mantell y Smith, 1983).

Sin embargo, en la produccidn de alcaloides del tropano, se
ha visto que al probar concentraciones de 1, 3 y 5% de sacarosa

en cultivos de células en suspensidn de Hyoscysmus muticus, los
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resultados indican qun a 5% 22 obtiene el mdximo crecimiento a
los 21 dias de iniciado «1 cultivo, pero el porcentaje de

alcaloider totales es de s

—

o 0.018% a la segunda semana y es auln
menor despuds de ese tiempo. Finalmente, la concentracidn de
alcaloides mas alta se observa en los cultivos mantenidos con 1%
de gsacarosa en la cuarta semana, correspondiendoles el valor mds
bajo en cuanto a crecimiento (Koul et al., L1983)

Otro aspecto que se ha evaluade es el efecto de la adicidn
de componentes complejos al medio, sobre el crecimiente y 1la
sintesis de alcaloides, Yy se ha observado que en cultivos de

callos de Scopolia parviflora la admipistracidn de 2 g/l de

casamincacidos, de peptona o0 extracto de levadura, elevan el
contenido de los alcaloides totales a 0.012%, 0.016% y 0.017%
respactivamente en comparacidn con 0,.003% del cultive control
{Tabata et al., 1972).

En otras obgervaciones se menciona también que al afadir
lactoalbumina hidrolizada, peptona o extracte de levadura a
cultivos de Ssopolia acutangulus, se aumenta la concentracidn de
alcaleides, pero para 2l caso de lee dos vltimos compuestos, el
crecimiento se ve severamente reprimido, lo que no ocurre con la
adicién de la lactoalbdmine hidrolizada, donde en particular la
concentracién de escopolamina alcanza un valor de 0.149% mientras
que en el control fud de 0.033% (Kuang-Chi y Cheng, 1981).

Las vitaminas son componentes de los medios de cultivo, que
han sido poco evaluadas en cuanto a su efecto sobre la formacién
de alcaloldes del tropano. Sin embargo, se ha experimentado con
cultivos en suspensidn de Hyoscyamus muticus manteniendclos en un

medio que contiene, las sales del medio MS, sacarosBa al 3% y ANA
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-5
en una concentracidn de 10 M. pero variande la fuente de

vitaminas. Asi s  ha observade gue cuando 2l medio carece de
vitaminas, el craecimiento es lento v no s2 datecta la preszencia
de alcaloides, mientras que cuanda se  emplea al nedio
suplementade con las vitaminas normales del medio MS., se obtiere
una respuesta  positiva tanto para €1 crecimiento como  para  la
acumulacisdn de alcaloides del tropano: habiendose reportado hasta
0.032% en la 4a. semana de iniciade el cultivo. Por otra parte,
en presencia de las vitaminas del medio RT (gque es un nmedia
modificado para el cultivo de células de tabaco, Vv gque contiehe
un mayor nmimere y concentracidén de vitaminas que el MS), 1a
concentracién de alcaloides alecanza sdlo un  valor de 0.016%
durante la rsegunds semana de cultive vy declina rapidamente
despuds de ese tiempo: bajo esta condicidn el crecimiento es
ligeramente wmenor con respecto al medio con vitaminas del MS
(Koul et al., 1983).

Otros componentes del medio que pueden {influir en 1la
produccion de alcaloides son los macro y micronutrientes. Hay
varios ejemplos que nuestran que una raduccidn en la
concentracién de estas sales, particularmente de nitratos, amonio
v fosfatos puede resultar en un incremento del contenido de los
metabolitos secundarios (Morris et al.,1985: Becker, 1987; Fujita
y Tabata, 1987), En este sentido, gse ha visto que niVGlea
bajos de fosfatos (0.02 mM), dejando el usual de nitrdgeno total
(60 mM), favorecen la concentracién de alcaloides del tropanc en
cultivos en suspensién de Hyoscyamus niger, aungue inhiben el

crecimiento (Hashimoto y Yamada, 1987).
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Anteriormente se hizo mencién, de gue las condiciones
ambientales de cultivo tambi&n pueden afectar el rendimiento de
los metabolitos secundarios (Fowler, 1983; Mantell vy Smith,
1983; rMorris et al., 1985). De acuerdo a ello, s ha tratado de
establccer el efecto de 1la luz sobre la sintesis de los
alcaloides del tropano, siendo los resultados contradictorios, va
que mientras en cultivos de Scopelia japonica aparentemente
inhibe su formacidn (Mantell y Smith, 19633, en cultivos de
cdlulas de 955555 sp. se detecta un mayor contenido de alcaloides
en cultives mantenidos baje una luz intensa que los que se
mantuvieron a baja intensidad luminosa (Bohm, 1978).

otro aspecto que 5€ ha estudiado con resultados
interesantes, ha sido la aeracién en log cultives en suspensidn,
va que se ha visto que un aumento en el nivel de ésta, resulta en
un incremento tanto en el contenido de alcaloides del tropane
como en el crecimiento en cultivos de Datura inoxia (Misawa vy
Sanejiina., 1978) vy de Hyoscyamus niger (Hashimiti y Yamada,
1987).

En otras investigaciones, se ha reportado que el pH del
medio afecta también el contenido de alcaloides totales en
cultives en suspensidn de Hyoscyamus muticus de manera Qque la
mayor concentracidén (0.15%) sa detecta a pH de 3.5, pero. se
observa que el crecimiento celular es mayor a pH's entre 4.5 vy
5.0 (Koul et al., 1983).

Los datos hasta aqul descritos en cuanto al efecto de las
condiciones quimicas del <cultivo sobre la producecidn de
alcaloides del tropano, se resumen en la tabls No, S. Como puede

observarse no todos los factores que pueden ser determinantes en
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TABLA 5.~ FACTORES DEL CULVING in vitro GUE AFECTAR FL COWTENIDO DE ALCALOICKS DEL TROPANO EH

VARIOS GENERDS DE LA FAHILIA SOLAKACEAE

EenRre ¥ espnie

horgsnas

Pretursoyes CORPUESTOS conplejos

Atropa
teliadonna  Cinetina + AHA Orniting
Ciretina « AIA | sin efecto Fenilalanina AT,
Cinatina + 2,4-Df en AT, {Benjamin et al., 1987
BA
BA  ANA
{Benfagin et al., 1987}
Scopolia
acutanguius  2,4-D 0.2 mg/l ¢ escop Toctoalbunina Ao, Succinico
MA 2.0 92/1 o AT ¥ estop peptona AT, ke, citrice AT
Cinetina AT extr, de levadura Ac. malico
1¥uang-Chi y Chong, 19810 (Kuang-Chi y Cheng, 1981) acetcglutarico
{Kuzng-Chl y Cheng, 1981)
Ciretina y fenf)
alanina Juntas ¢« A.T. y escop
(Zheng, 1966)
asxina Cinetina AT
{Hantell y Saith, 1983)
parviflora fenilpiruvato casaninoacidos
fenilalanina | sin efecto peplona AT,
orntina en AT, extr. de levadura
prolina {Tabata et al., 1972
{Tabata ef al., 1972)
Japonica presencia
da luz Y AT
{Hantell y Sajth, 1583)
Ryoscyamus -5
wticus AIR2x10 B ¢ AT Ornitina + ace- Succinato de Ka
(Koul et al., 1983) toacetato + ac. 2 AT, Sacarosa 1% AL
citrico juntos Ph 3.5
(Koul et al., 1983} vitarinas ¥S
Sacarosa 5% » AT,
vitarines &7
5in vitasinas no AT,
(Koul et al., 1983}
niger Cinatina no afecta A.T. etilputrecina bajog niveles
{Hashimoto y Yanada, 1983} fenilalanina ¢ AT de fonfatos AL
tropina {Harhinoto y Yamada, 1983}
Ac. tropico

(Hashimoto y Yasads, £983)

aeracion < AT
(Kashimoto y Yavada, 1987)
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TABLA 5.~ Continuation.

genero y espetie horxonas precursores coapuestos coapleos otros
Datura
£p. alto nivel de
Tuainosidad AT,
{Boha, 1978)
{noxia Ac. tropico [ERR herscion CAT.
{Misawa y Sanefiing, 1928}
Fenilalanina
Oraitina 0o alecta A.T.
Fenilpiruvatol
(Aitchinson7et al., 1977}
Tenilalenina
Ornitina [N
Tirosina
Fanilpiruvato
(Bohs, 1978)
netel MA - fppx (AT
AlA ippm ¢ e3c0p
{Khanna y Fhanpa, 1976)
strasoniuy Fenilalanina
fenilalanina + ac. p¢ AT,
tropico juntos
{Aftchinson et all, 1977}
tatula Cinetina VAT Fenilalanina CAT
{Hantel] vy Saith, 1983} tAitchinson et al., 1977}
Duboisia
leichhardtii Ac. tropico  no afecta A.T.
{Yasada y Endo, 1984}
AT, = incresenta alcaloides tolales n0 AT, = no prxuce alcaloides totales
» AT, = decresents alealoides totales no sfecta A.T. = no afecta produccion de alcaloides
¢ e5c0p = incresenta escopolamira totales o
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la producclén de estos alcaloides han sido estudiados en todas
las especies, por tanto serja gif{cil indicar atinidades en' 31
comportamients de estos de acuerde a su parsntesco tfilogenatico.
De hecho. como va se ha mencionado algunos datos resultan
aperentamente  contradictorios. Todo esto hace evidente la
necesidad del estudio mis detrallado sobre los efectos de estos
factores en cada sistems.

En general se puede notar que las condiciones que promucven
el metabolismo secundarioc no son las mismas que se requieren para
un  4ptimo crecimiento. Este es un fendmeno gque puede deberse a
que mientras el metabolismo primario es un proceso que mantiene a
ls c&lula creciendo y reproduciendose, al parecer el metabolismo
secundario no esta implicado en estos procesos ¥ por lo tante su
manifestacién ho esta asociada a la divisidn vy aumento de volumen
de la célula (Mantell v Smith, 1983), 3ino mas bien a procesos de
diferenciacidn y especializaclién: de hecho, en muchos casos se
observa una correlaciédn negativa entre la produccibdn de un
compuesto secundario v el crecimiento. Parece ademds légico
suponer, que si bien en la planta completa la regulacidn de
estas vias (primaria vy secundaria), s3tah estrictamente
controladas dentro de loa programas de desarrolle Y
diferenciacidn, en CTV las condiciones de cultivo puedan
modificarlas vy favorecer la expresién de una u otra via. Asi,
cuando prevalecen 1as condiciones de cultivo que favorecen un
rdpido crecimiento entonces operardn las rutas del metabolisno
primario, pero si por el contrario el crecimiento se bloguea por
alguna razén, entonces probablemente se favoreceria el que

entraran en Juego las rutas del netabolismo secundario.
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.Por estas razones, se ha sugerido el cultivo en 2  gtapas
para la produccidn de compuestos secundarios, en este caso el
cultivo se desarrolla inicialmente en un medic adecuado para el
crecimiento v proliferacidn celular {(acunulacidn de biomasa) vy
posteriormente en un madio limitante para el crecimiento pero que
sesa optimo  para  1a produccidn del compuestn deseade (Fowler,
1986; Becker, 1987). Este procedimiente ha sido sugerido para la
produceidn de alcaloides del tropans, particularmente para el
cultivo de J4rganos, en este caso de raiz (Hashimoto et al.,.

19861} .

1i4) LINEAS SOBREPRODUCTORAS Y SU MANTENIMIENTO.

Al principio del inciso ¢), se hizo mencidn de que otra
forma de mejorar los rendimientos de los cultives, es la
seleccidn de lineas sobreproductoras (Dix, 1986; Fowler, 1986b).
Esto puede hacerse tomando como base la variacign que ocurre
dentro de una poblacldn de células cuando se genera callo, a este
fentmeno se le conoce como variacisdn somaclonal y hace posible la
seleccidn de agregados celulares que provienen de una & de un
grupo reducido de células que hiperproducen el compuesto. Tomando
en cuenta este tipo de fendmeno se ha seleccionado una linea
hiperproductora denominada H15 proveniente de c¢ultivos de
Hyoscyamus niger la cual se reporta como altamente productora de
hiosciamina (Yamada y Hashimoto, 1982). 5in embargo estas lineas
pueden presentar problemas en cuanto a su estabilidad para
seguir hiperproduciendo el compuesto.

Otra alternativa para generar lineas sobreproductoras, es

nmediante el empleqe de radiaciones o mutdgenos quimicos y 1la



posterior seleccldn de asgregades celulares, que por medio de la
aplicacidn de  estos métodes tengan como  consecuencia una
alteracidn gendtica. que los condunca a una mayer produccidn  de
tales compuestos. Esta metodologia se ha aplicado a cultivos de
con 400 R de rayus v, observandose que tanto el crecimlento como
el contenido de escopolamina de 1las lineas de callos
seleccionadas fueron altos y estables (Zheng et al., 1982).

sin embargo, para la aplicacidn de estas técnicas es
recomendable el contar con un sistema de deteccidn y
cuantificacidn que  sea  confiable, especifico vy altamente
sensible, capaz de detectar cantidades muy pequelias del
metabolito. Con este fln se han establecido algunas técnicas
finas para la deteccidén y cuantificacidén de los alcaloides del

tropano, tales como el radicinmunoensayo (Oksman-Caldentey et

al., 1987), enzimoinmunoensayo {(Oksman-Caldentey et al., 1987
Fliniaux y Jacquin-Dubreuiul, 1987), HPLC, densitometria de
cromatografia en placa fina (Duez et al., 1985) [} la

cromatografia capilar gas-liquido acoplada a espectrofotometria
de masas {Witte et al., 1987).

Aln cuando estas metedologias son muy prometedoras, existe
el problema. del que va se hizo mencidn, de que es varios casos
las 1lineas seleccionadas no mantienen su estabilidad y pueden
revertirse nuevamente a su estado original, perdiendo ia
capacidad de producir cantidades elevadas del metabolito de
interés. Una posible solucidn a esta situacién, geria la
criopreservacidn o el mantenimiento a bajas temperaturas de las

lineas obtenidas, con el objete de disminuir el nmimero de
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subcultivos necesarios pare el menteniminerc del cultive, gue =9

1o que en genereal proveca la reversibillidad de las mismas. A este

respecto  se hsa vistao, que mientras especies tolerantes a  bajas
!

tenperaturas come  Atropa  belladonna, pueden sert buenos

candidatos psra su pantenimiento por estas estrategias;  otrao,

come Daturs  inexia que normalmente es sensible & las bajes
temperaturas, no soporta mis de 2 peses aELe  proceso  sin
menoscabo  de su viabilidad ¢ productividad (Hiraoka vy EKameada,
1983), lo que pudiera crear una sitvacidbn limitante en la
aplicacidn de esta wmetodolegia. Por otro lado. diversos
investigaderes han aplicade las citnicas de criopreservacién a
Atropa belledona. DRatura stramenpium v Hyoscvamus muticus con
regultados positivos particnlarmente en la ultima. De estas
investigaciones ha sido posible detectar gue, tanteo la etapa de
crecimiento en que se encuentra <1 cultive, come el tamafdo de las
cé&lulas, son factores importantes pars el &rito de este

tratamiento (Winthers, 1984).

iv) CULTIVOS DE RAIZ.

En la literatura revisada, existen reportes en los que se
menciona al cultivo de rairz como otra opeidn en la produccidn de
alcaloides del tropanc. Esto deblido a que algunos investigadorea
se inclinan a pensar que es necesaria la organizacidn morfoldgica
de la raiz, para llevar a cabo una adcchada sintesis de

escopolamina en cultivos in vitro. Asi, =se han eatablecido

parviflora v Datura inoxia (Deno et al., 1987; Flores et - al.,

1987; Hamill et al., 1987; Ritamura et al., 1986; Mano et al.,
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1986; Shimemura et al., 1986).

Esta Tticnlca representa una alternativa potencial a  futuro
para la produccidn de estos compuzstos, ya que actualmente audn
existen problemas de bioingenieris que deberdn superarse antes de
pensar en un posible ¢scalamiente de esta técnica a niveles

comerciales .

v) CULTIVOS DE CELULAS INMOVILIZADAS.

Se maneja ajn otra elternativa para le produccidn de
metabolitos secundarios, gque es la inmovilizacidén de délulas.
Esgta metodologla se basa en el concepto de que la agregacidn
celular perece ser importante para la productividad de algunos
cultives, sugiriendose que un adecuado nivel de agregacidn puede
sar posible sbélo en cultivos de  lento crecimiento. gZsta
agregacién, da como rtesultado un mayor contacte intercelular
que sugiere una probable cowunicacién fisica y gquimica entre las
células y el establecimiento de gradientes también fisicos vy
quimicos que pueden ser la clave de la relacién entre cierta
organizacidn celular y 1la acumulacidn de altoes niveles del
metabolito secundarie (Lindsey v Yeoman, 1983; Lindsey v Yeoman,
1986) .

Con este criterio se ha aplicado la técnica de
inmovilizacidén de células vegetales a plantas productoras de
alcaloides del tropane, como es el caso de Daturs inoxia, donde se
ha observado un petron y un contenide de alcaloldes totales mnds
parecido a los de la planta madre que los que se han reportado

para los cultivos de células en suspensién (Lindsey vy Yeoman,

19886, Sin embarge, no ha sido posible lograr que estos
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alcaloides se liberen al medio. lo cual se ha intentado favorecer
sadiendo sclventes tales como cloroformo. gque si bien ha
permitido una liberacién ligeramente mayor de los alcaloides al
medio. también ejerce un ofecto hegativo sobre la viabllidad de
las células, lo que adn timita la aplicacidn de este sistema por
el momento (Lindsey vy Yeoman, 1983b).

Con eastos antecedentes, 6e pretende dar un panorama general
del estado actual de la investigacidn para la produccién de
alcaloides del tropano, particularmente de la hiosciamina y 1la

ascopolanina, mediante el uso de las tdcnicas de CTV.
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MATERIALES Y METODOS,

a) MATERIAL BIOLOGICO.

En la presente investigacidn se utilizaron semillas de
Datura inoxia till., las cuales fueron proporcionadas por el Dr.
R. Bye*. Estas semillas fueron empleadas para generar el material
bioldgico necesario para la obtencidn de explantes. Una parte de
las semillas s5e senbrd en macetas de plistico contenlendo la
giguiente mezcla de tierra, tierra negra, tierra de hoja y arena
de rio 11:1:1, para disponer asi de un aporte continuo de
material vegetal, de la otra parte de las semillas se osiglaron
directamente los embriones.

Los explantes empieados en este estudle fueron embridn,
meristemo, tallo y hoja. Los meristemos fueron aislados a partir
de plantulas de 4 semanas de edad a la emergencia. Los tallos y

hojas jovenes de plantas de 3 a 6 meses de edad.

b) ESTERILIZACION Y SIEMBRA DEL MATERIAL.

Semillas.- Le esterilizacién se realizd sumergiendolas durante 15
minutos en una solucidn de cloro al 1.5% ({cloralex
comercial 30% v/v). Posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril vy se dejaron remojando al menos
durante 24 horas, con el objeto de provocar el
ablandamiento de la testa v del endospermo, 110 .que
facilitd la extraccién del enmbridn. Lo  anterior se
realizé en condiciones asépticas bajo una campana de

* Laboratorio de Etnobotinica del Jardin Botinico,

Instituto de Biologla, UNAM.

Las senillas correspondian a los numeros de colecta 14368 vy
14384 de su registro personal.
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flujo laminar vy con la ayuda de un microscopio de
diseccidn (Zelzz mod. 47 50 532-9901).

Los  embriones aislados se sembraron en  frascos de
120 ml conteniendce 25 ml del medio de cultive,
colocands % eubricnes por frasco.

Meristemos.- Se  disectaron las secclones aplcales de las

plantulas eliminando las dos heojas terminales y se
lavaron con agua destilada cen 2l fin de eliminar la
tierra que pudieran contener. Posteriornente se
colocaron en una solucidn de cloro al 0.75% (cloralex
al 15% v/v) y se dejaron en agitacidn lenta durante
10 minutos. Los meristemos se aislaron al igual que
los embriones bajo la campana de flujo laminar y con
la ayuda de un microscopio de diseccién.
La diseccidn se realizd de modo que quedara sélo el
domo con los dos primordios foliares (de aprox. Q.5mm)
Los meristemos asi aislados se sembrarcen en el mismo
tipo de frasco y la misma cantidad de medio de cultiveo
que en el case de 105 embriones, c¢olocando tres
meristemos en cada frasco.

Hojas vy tallos.- Las hojas jévenes completas y secciones de
tallos de aproximadamente 3 ¢m se lavaron con agua
corriente durante 30 minutos. Inmediatamente después
se sumergieron en alcohol etilico al 70% durante
30 seg y se esterilizeron en cloro al 0.75 %, como en
el caso de los meristemos. Posteriormente bajo- la
campans de flujo laminar en condiciones de asepsia se

lavaron hasta quitar el exceso de cloro.
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Los talles se dividieron en fragmentos de
aproximadamente 0.5 cm de lengitud v las hojas en
seccliones de unos 1.5 cm2 . S5e colocaron de 3 a4
explantes por trasco.

Los explantes én los medios se incubaran en una camars de

crecimiento bajo las sigpulentes condiciones de cultivo:

[}
tenperatura 27 ¢
intensidad luminosa 2000 lux
fotoperiddo 16 horas
¢} TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES.
Se empled medio Murashige v Skeog (MS) (ver apindice)

suplementado con diferentes auxinas (AlA, 2,4-D y ANA) en tres
-5 - -

concentraciones distintas 10 7 . 106 ¢ v 10 ’ M, solas o en

combinacidn con BA a una concentracidn de io_BM.

Ademis se estimd la respuesta del cultivo a varias
concentraciones de NH NO , a saber: 825, 1200, 1650, 1900 vy
2500 mg/l. Se probaro: 2300ncentracicnes de: sacarosa, que fueron
3 v 5% todo esto en medio MS suplementado con 2.4-D 10-a M.

En otros experimentos se evalud la respuesta en 4 medios
basales: el MS, el BS y otros 2 m3s en los que se intercambiaron
las sales y vitaminas de los dos primeros.

Tanto los medios como el material utilizado para la
diseccidn de exﬁlantes. fud esterilizado en autoclave durante 15
minutes a una temperatura de 1210C ¥ una presidon de 1.5 kg/cm

La relacidn de los tratamientos epsavados para evaluar las
raespuestas a la induccidn de callo, produccidn de bioemasa vy

contenido de alcaloides se enlistan en la tabla 6,
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TABLA 6.~ TRATANLENTGS ENSAYADOS FARA LA INGUCCION DE CALLO DE Daturs inoxis #ill
¥ LA EVALUACICN DE SU COMTERILO DE ALCALOIDES DEL TROPAMO

HEDIO HEDIQ AUXTHAS  CRTOCININAS  SACAROSA Kt o EXPLAKTES

4]
Ho BASAL I8} (4} lg1} fag/1}
- PPt
-8
1 HS B 10 30 1,650 3
-3 -8
2 S ANA 10 BA 10 30 1,650 H
-6 -8
3 s ANA 10 Ba 10 30 1,650 4
-7 -8 '
4 s A L0 8 10 k] 1,650 £
5 NS ARA 10 el 0 1,650 E
~5 -8
6 ] A& 10 Ea 10 30 1,650 E
7 Hs Ala 10 --- 30 1,650 ]
-6 -8
8 M 2.4-D 10 BA f0 10 1.650 4
-7 -8
9 L5 2,4-D 10 BA 10 n 1,650 1 4
-4
10 Hs 2,4-D 10 - 3 16  E M T, H
-%
1 Hs 2,4-010 -—- S0 1,650 LATH
1z MS 2,40 10 .- 30 850 M
%
3 XS 2,50 10 - 3 1,200 L)
-6
14 K. 24010 30 1,900 [
-6
15 LY 24D 10 - 30 2,500 N
-6
16 BS 24510 - 2 1,60 . KM
-6
17 NS8S 2,4-D 10 - k] 1,650 L
-6
18 BSMS 2,40 10 .- 0 1,650 [ ]
£ = egbrion A¥A = acido naftalenacetico
K = peristeso ATA = acido indolacetico
T = tallo 2.4-D » acido 2,4-diclorofenorfacetico
H = hoja BA = 6-benciladenina
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d) ESTABLECIMIENTO DE LOS CALLOS.

Una wvez formado el <allo de 1los explantes, este EBe
subcultivé cada 30 dias @n 21 misme madios,  hasta estabilizar su
prolitferacidn, lo que generalmante ocurrla 2n el 2ep. subcuyltiveo.
Todas lae pruebas para la produccidn de bicmaga v determinaciones

de alcaloides, se realizaron con calleos del 4o, subcultive,

o) CURVAS DE CPRECIMIENTO.

Las curvas de crecimiento se establecieron utilizando callos
provenientes de meristemo y de embridn. gque fueron desarrollados
en frascos de cultivo centeniendo cada uno 25 ml de medio MS
suplenentado con 2,4-D IO—bM. Se partiéd de un indculo inicial de
3 gr para cada frasco. El crecimiente del cultivo se evalud cada
S5 dias durante un periodo total de 30 dias, en cada fecha de
incubacidn se determind el peso fresco v el peso seco expresado
en gramos. El valor de cada punto es el resultado de la media de
tres repeticiones.

El peso fresco se registrd pesando directamente el callo
producido en cada repeticién en una balanza electrénica con
platillo superior SARTORIUS 1212ZMP (30/200 g s 0.001/0.05 g). El
peso. seco, el c¢ual es referido tanto para las curvas de
crecimiento como para la produccién de biomasa ¥ las
determinaciones de alcaloides totales, 8se obtuveo una vez que el
tejido de cada repeticidén perdid su humedad al wantcnersele en un
horno desecador por 4 dias a una temperatura constante de 38Q [o]
(el tiempeo v la temperatura seleccionados permitieron asegurar
la estabilizacién del peso del tejido y evitar la degradacién

térmica de los alcaloides a evaluar).
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f) EXTRACCION DE LOS ALCALOIDES CRUDOS,
Una vez obtenides los pesos fresco v seco de las muestras,
estas so pulverizoron con la avuda de un morterce v se procedid a
la extraccidn, para la que se tomd un peso conocido del tejido v
se le sometid al sigulente proceso:
1.~ A cada muestra contenida en un matrjz erlenmeyer de 150 ml,
se le agregd 10 ml de NH’OH al 28% v se le dejd reposar
durante 8 horas. B

2.~ Posteriormente se apadieron 40 ml de cloroformo y se colocd
en una plataforma de agitacidn durante 12 a 16 horas.

3.~ La mezcla se centrifugd a 1600 rpm durante 10 wminutos. EIL
extrasto cloroférmico se separd utilizando una jeringa y se
nidid el valumen final.

De este extracto crudo se separaron 20 ml que fueron
utilizados para la determinacién colorimétrica y se le purificd
en los sigulentes pasos:

i) Los 20 ml se colocaron en un embudo de separacién y se extrajo
3 veces con volumenes de 6, 12 v 6 ml de una seolucion de
H 80 0.1N.

2 4

ii) Se descartéd la fase cloroférmica v la fase acuosa se
alcalinizé con 10 ml de una solucidn de NH’OH &N,

iii) Se extrajo 4 veces con 10 ml de una soluczbn de cleroformo -
alcohol isopropilico (9:1).

iv) Se desechd la fase acuosa y la cloroférmica se lavd con 10 ml
de agua destilada 1llevandose posteriormente a sequedad a

temperatura anbiente, bajo la campana de extracciédn.

v) Finalmente se resuspendidé en 1 ml de cloroformo.



8) DETERMINACION COLORIMETRICA DE ALCALOIDES TOTALES,

Se teomaron alicuotas de 0.4m) por duplicado de cada uno de
los extractos obtenidos del pasc e)-v), =e llevaron a sequedad on
bafio maria a AOOC v sa les procesd de la siguiente manera:

Primero se le agregd a cada tubo 0.25 ml de una solucidn gue

se prepard disolviende 1 g d2 p-Dimetilaminobenzaldehido en

6 ml de Acide sulfurico al &p% v/v v se dajd agitendo

alternativamente durante 2 minutos, posteriormente se

sumergieron en bano maria a 700c por 6 minutos agitando los
tubes alternadamente.

Inmaediatamente despuéds se enfriaron en un bafio de agua con

hielo durantez 3 minutos vy se les agregd cuidadosamente 0.25

ml de anhidrido acético a cada uno. Se agitaron vy dejaron

reposar por 15 minutos.

Para leer las absorbancias, 1las nmuestras se ¢olocaron en
celdas de 1 cm. Les lecturas se realizarcn a 515 nm, empleando un
espectrofotémetro Bausch & Lomb mod. 501

Paralelamente se corrid una curva patrdn de atropina. Para
elle s5e preparard una solucidn de atropina de concentracién
conocida Yy se colocaron alicucotas de 0.1, ¢.3, 0.5 y 9.8ml de
esta sSolucién an tubos de ensaye. Se llevaron a sequedad vy se
procesaron de la misma manera que las muestras de los extractos.
El <calculo de la concentracidn de alcaloides totales en las
muestras, se hizo tomando como referencla la grafica de la curva

patron.

h) CUANTIFICACION DE ATROPINA Y ESCOPOLAMINA,

La cuantificacién de atropina y escopolamina se reeslizé por
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cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
ME}*.

Para estas determinaciones se emplearon las muestras del
extracto sin purificaer (ver paso 2)-3 de la extraccidén de
alcaloides), las cuales se llevaron a sequedad Y BE
resuspendieron en t ml de cloroformo el cual contenia 2.5 ppm de
Acido benzoico ceomo control interno. Do esta solucidn se tond una
alicuota gque se invectd en el cromatégrafo de gases.

Se detectd el espectro de masas correspondiente para la
atropina y 1la escopolamina. Finalmente la cuantificacidn se
realizd tomando en cuenta algunos de 1los pices caracterlisticos de
los espectros da masas de estos compuestos y refiriendolos a 1la

sefial del control interno.

¢ Estas determinaciones fueron realizadas por el M. en C. H. Gomez

del Departamento de Quimica ‘analitica del Posgrado de la!
Facultad de Quimica, UNAM.
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RESULTADOS::

a) INDUCCION DE CALLO.
En la primera etapa de sste estudio, se estimd la respusstsa
de leos ambriones a les diferentes tratamientos hormenales, que

fueron egstablecidos con base en expezriencias previas obtenidas

con Lycopersicon esculentum (Guintere, 1288) v con Datura
{Garcia E. M. A.,* conunicacidn personal).

Esto con el propésito de conocer las condiciones para la
produccion de tejido indiferenciado (calle), para ello se empleé

medio HMS adicionado con:

-5 -8
ANA 1O M+ BA 10 3}
-5 -8
ANA 10 M + BA 10 4}
-7 -8
ANA 10 M+ Ba 10 M
ANA 10 M
-6 -8
2.,4-D 10 M o+ BA 10 3]
-7 -8
2,4-D 190 1 + BA 10 M
-5
2,4-D 10 ™
~5 -8
Ala 10 M + BA 10 M
-5
AIA 10 M

Los resultados se resumen en la tabla 7, donde se muestra la
accién hormonal sobre ls induccidn de <¢allo, raiz.  brotes vy
plantulas, (& partir de embridn) asil come la.  capacidad de
propagacion en los subcultivos de los mismos v el grado de
diferenciacidn en cada caso.

Como se muestra en esta tabla, en todos 105 casos la

*  Lab. de Cultivoe de Tejidos Vegetales, Jardin Botaniceo,
Instituto de Biologila, UNAM.
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TABLA 7.- RESPUESTA DEL EXPLANTE DR ENBRION AL SUMINISTRO OE DIVERENTES TRATAMIENTOS HORMOHALES
SOBRE LA INDUCCION Y DIFERENCIACION DX TEJIDO EM CULTIVOS in vitro 0
Datura fnoxia Mill.*

BROTES ¥
HORHOHAS IRQUCCIOR  PROPAGACION  CALLD PAIL  PLANTULAS  PLANTULAS
4] ] SIN RAIZ  COMPLRTAS
%) {2}
-6
ML H ) poca 100 - —— —
-5 -8
ANALO H+BALO H {+) nodarada 100 - — —
-6 -8
AHA 10 M eBA IO H (4} aoderada ] 0 0 e
-7 -8
ANAI0 B BAIO M (4} zoderada 0 - - 8
-6
26D10 H (1) aburdante 100 —e- - o=
-6 -8
24D 10 H+BA IO M {+) abundante 100 e - .-
- -8
24D10 Hs BAID H (+) soderada kg - - n
-6
AIAL0 H ) soderada 2 .. 80 .
-5 -8
AIA10 H+BAIO N (4} abundante 40 5 55 s
-6
BASO A {4 abundante -~ - - 100
"acdio basal S

{4) = positiva
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inducecidn fué positiva, variando la respuesta para los otros
factores evaluades, de los cuales destacan, el efecto a la
aplicacidn de 2,4-D 10‘6M v de 2,4-D 10_6M + BA 10_8M donde sea
observéd una  abundante propagacidn al subcultiveo v un  100% de
formacidn de callo. En el caso de la aplicacidn de NA ].0_6 My de
NA 10—5 M 4+ BA 10-8 M. Be obtuvo tambidn un 100% de formacidn de
callo pero la propagacidn fué moderada v poca respectivamente. En
cambio cuando se aplicd NA 10~7H + BA LO—HM. 2,4-D 10_7 Moo+
BA 10'8M o bien BA IO-BM. se obtuvieron plintulas completas ceon
alguna formacidn de callo en la base de los dos primeros. Por
Gltimo, la aplicacidén de Ala 10-5M didé como resultado la

formacidn escasa de callo ¥y una elevada prolliferacidn de brotes y

plantulas sin ralz.

b} CURVAS DE CRECIMIENTO.

fLas curvas de crecimiento se establecieron utilizande callo
geperado a partir de meristemo y embridn, sembrades en medio MS
adicionado con 2,4-D 10_ M ya que el callo asf obtenido es un
tejido friable e indiferenciado, 1o que facilita su manejo v
ademds presenta una alta proliferacidén a los subcultivos
subsecuentes, lo cual permite contar con suficiente tejido para
las evaluaclones de cada fecha.

En las figuras 2 y 3 se muestran las curvas obtenidas.
Analizando la curva de crecimiento del callo generado a partir de
embrién, se observa que la fase lineal se mantiene hasta el dia
10 a partir de la resienmbra, seguida de la fase de desaceleracidén
entre los dias 10 y 15 v la fase estacionaria a partir del dia

20. Por otro lado, en al calleo generado a partir de nmeristemo, la
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FIGURA 2.- Curva de crecimiento de cultivos de calle generado de

embridn, en medio MS adicionado con 2,4-D 1076 M.
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fase= lineal esta arroada hasta el dia 17 aproximadamente, 1la
de desacelerscign entre los diass 20 y 25 y la fase estacionaria a
partir del dia 25 (considerande el peso seco).

En base a estus resultados, se decidid realizar las
determinaciones de peuo (fresco y seco) v de alcaloides el dia 25

a partir de la resiembra en todos los axperimentos.

c) PRODUCCION DE BIOMASA.

Establecidas las respueptas de los experimentos anteriores,
se procediéd a avaluar la produccidn de biomasa en los casos en
que se obtuvo una mayor cantidad de tejido indiferenciado, no
considerando aquellos en los que ge observd una clara tendancia a
la produccidn de estructuras diferencladas (organogénesis). La
{inalidad fué evaluar la caentidad de biomasa producida bajo los
diferentes tratamientos hormonales y poder seleccionar el que
presentara un mavor rendimiento.

En la figura 4 se muestra el peso seco y f{resco obtenidos
para diferentes tratamlentos hormonales en callos obtenidos de
emnbridn (cada valor representa la media de 3 a 7 determinaciones).
Como se observa en esta tigura, loe valores mAs altos para la

produccisdn  de peso fresco se presentaron bajo la administracidn

-5 - -

de 2,4-D 10 M (10.091i4 g8) y de 2,4-D 10 M + BA 1C M (9.539 g},
seguidos de los repistrados en los tratamientos con AIA 10~ M vy
ATA 10_ M + Ba 10- M; mientras que los resultados mAs bajos se
localizaron al suministrar ANA 10~6M (4.2901 g) Yy ANA 1.0—6 M+
BA IO—BM {4.4196 g).

Con respecto a los pesos 5ecoE, NO se observa una correlacidn

directa con los pesos frescos, probablemente debido a diferencias
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en el contenido de humedad en los callas sujetos a los diferentes

tratamientos. Se . puede observar que <l mavor rendimiento es
en los callos a los gue s& les adlcliond AlA 10_ M (0.4163 g) ¥
2,4=D IO-GH (0.3877 g} lo qua muestra una produccidn de biomasa
ligeramenta mayor para el caso del tedido crecido en AlA 10“S M,

8in embargo bajo la aplicacidn de este tratamiento se genetra un
tejjdo duro, compacto v c¢on una clara tendencia a la
diferenciacién (produscidn de brotes v plantulas sin ralz}. Por
otro lado. el tejide que se  forwma al  adicionar 2,4-D 10‘6H,
2g un callo friable econ una abundants prelifaeracidén en  los
siguientes subcultives, por lo que en realidad =s =n este Ultimo

tratamiento @n el que g

@

obtiene una mavor biomasa de tejido
tetalmente indiferenciado. A 2stcs tratam?ento: les siguiercn loes
de AlA lo_bh + BA IO-SH y el de 2,4-D IO—bH + BA ID_BM en cuanto
a la produccidn de paeso seco. Por Gltimo, los 2 tratamientos
en que_el peso seco qerectado fué menor, corraspondid a los de
ANA lo—bM vy ANA IOKbM + BA loﬁdH.

For otra parte se evalud tambisdn la biomasa producida
variande la fuente del explante, para £llo se utilizd medio MS
suplementade con 2,4-D 10“6H o bien con 2,4-D 1OA6M + BA 10_BM v
se ensavaron explantes de embridn, meristemo, tallo vy hoja.

Los resultados de este experimento se muestran en la figura S.
En este caso la diferencia en el peso seco producido es poco
ralevante, sin embargo permite apreciar cierta tendencia a un
menor rendimiente cuando se ampled el explante de hoja, en el
medio gque contenia 2,4-D 10~6M + BA IO-BM. Por otra parte el
explante que tendid a producir un mavor peso secc fud el de

-6
embrién en el medio adicionado con 2.4-D 10 M.
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arvd que 1a adicién de  BA 10—8 M

Como  en  ganeral rca
tenfa poce efecto sobre la produccidn de biomasa, se decidid
seguir trabkajande sdle con medic adicionado con Z.4-D ‘0—6” n
los subsiguientes experimentos.

En la figura 6 se prusenta la respuesta en produccicn de blemasa

=n  los diferentes explantes crecides en medio MS y  suplementado
con 2,4~-D 10— M, pero variandoe la concentracidn de la fuente de

carbono (sacarosal, para ello se probaren I concentraciones que

fueron, 3% {que &3 la que comunmente =2 enplea en el medio MS) vy

5%, Cemo puede verse la produccién de biomasa se incrementd

notablemente en todos los explantes cuande se colocaron en medio

con sacarosa al 5%, aunque en el caso del explante de embridn

este incremento ge observa unicamente en cuanto al pess seco, va

que 21 peso fresco por el contrario, disminuye. Adeuwas fué posible
observar que en genaral en el medio con sacarosa al 5% el callo

ara mds compacto, precgentando en los casos del tejido generado de

embridén y hoja algunas =zonas duras, en las que incluso se

detectaron puntos verdes y duros parcialumente diferenciados. Todo

lo cual podria indicar un posible efecto de la concentracién de

sacarcosa sobre la diferenciacidn del tejido.

Paralelamente se evalud el efecto de la fuente de nitroégeno
mediante un experimento en el que se empled meristemo como
explante y como medio de cultivo el MS adicionado con 2,4-D XO_SM,
al cual s& le varid la concentracidn de NH NGO . Para establecer
las concentraciones a ensayar, se tomé coio gase la del medio Hé
que es de 1650 mg/l y se consideraron dos concentraciones
menores, 825 mg/l y 1200 mg/l, vy dos mayores, 1900 mg/l y

2500 mg/l. Este experimento se planted, ya que se tienen
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antacedentes de que la fuente de N ejerce efectos importantes
tante en el crecimiento celulsar, como sobre 1a sintesis de
wetabelitos sacundarios fGamborg. 1984; Fujira vy Tabata, 1¢87:
Becker, 1987).

Los resultados se presentan en le figura 7, en donde se pudo
detectar que los pesos frescos aumentaban al incrementarse  la
concentracidn de NH N . En 1o que respecta a los pesos secos, No
se observaron dif;reicias tan relevantes entre las raspuestas a
concentraciones de amonio entre 825 v 1900 mg/l, mostrando s=&lo
un ligero incremento en la produccidn de peso seco a una
concentracidn de 1900 mg/:. Sin embargo, al incrementarse mas
esta concentracidn {2500 mz/l), hay una marcada disminucidn en el
peso seco.

Por yltimo, se realizd un experimnento con el fin de evaluar
la respuesta a mediocs basales diferantes, para o©oste caso s
utilizaron wmedios MS y BS, los cuales tienenh compesiciones
distintas en cuanto a concentraciones de sales y vitaminas.
Ademds, se estimd la respuesta en otros dos medios en los que se
intercanbiaron las sales v vitaminas del MS v del HS., auedando un
medio con las sales del MS v las vitaminas del BS (MSBS) v otro
con las sales del BS v las Yitaminas del M5 (BSMS). En todos los
casos Be adiciond 2,4-D 10_bM v se ensayaron explantes de embridn
¥ meristemo.

Los resultados ge muestiran en la figura 8, donde puede
observarse que 1la mayor cantidad de peco seco se presentd al
utilizar el medio MSB5 seguido por el MS v que en los otros 2
medios (BS vy BSMS), la producgién 28 claramente wenor. Este

comportamiento es igual tantoc si se emplea como explante embridn
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como meristemo.
d) DETERMINACIONKHS DE ALCALOIDES TOTALES.

Una wvez evalusda la produccién de bhiomasa, se procedid a
realizar las determinaciones de alcaloides votales (A T.) por el
m&todo colorimétrice, en lus siguientes axperimentos.

Con 1la finalidad de conocer la respuesta en cuanto a la
produccidn de A.T. en los tejidos sometides a los distintos
tratamientos hormonales, se utilizd tejide zenerado de embridn,
desarrollado en medio MS y suplementado con  hormonas en las
siguientes concentraciones:

-6

2,4=-D 10

2,4-D 10 M + BA 10 M
-6 -A

ANA 10 M + BA 10 H
-6 ~-8

ANA 10 M + BA 10 M
-5 -8

ANA 10 ¥ + BA 1U M
-5 -8

AIA 10 M + BA 10 M

No se estimaron las determinaciones para el tejido generado
en medio con ANA 10 —M. va que su proliferacidn y respuesta en el
subcultivo es pobre v a partir de la 2a resiembra entra en una
etapa de necrosamiento. lo cual hace dificil la obtencidn de
suficienta cantidad de tejido. Asi mismo, no se estind el
contenido de A.T. para el tejido generado bajo el tratamiento con
Ala LO_SM por ser poca la produccién de calle; vya que como se
menciond anteriormente, en su mayor parte es un tejido dure v
compacto con alta tendencia hacla la diferenciacian.

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos en este

experimento con respecto a la produccidén de alcaloides totales.

Se puede notsar que de los tratamientos hormonales ensayados. el
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FIGURA 9.- Contenido de alcaloides totales en callos de Daura inoxia
incubados en diferentes concentraciones y combinaciohes

hormonales. Se empled medio bisico MS y como explante

embridn.

NAS BAB = anA 1070 M - Ba 1070 .
NA6 BaB = aNA 1078 M + ma 107® m.
ATAS BAB = ATA 1079 % + BA 1070 m.
DA6 BAB = 2,4-D 107 + ma 107 m.
DAG = 2,4-p 107% n.
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mayor contenido de alcaloides totales. expresade en A de peso

seco, se observd en los tejidos cultivados en medios adiclonades
-5 -6 -8

con 2, 4-D 1G M, v con 2,4-00 10 M ¢ Ba 10 M, A tanto que los

de menor produccidén fueron los tejidos daesarrollades en  los
-6 -a -5 -8
medios que concanian ANA 10 ¢ « BA 10 My AIA 10 M+ BA 10 M.

realizaron las determinacicnes  de

En otro e¥perimento,

los calles provenientss de 1os diversos prlant?s. todus ellos

)

incubados &n medic MS suplemsntade con 2,4-D 10 M. Los explantes
ensavadoe fueron embridn, merisztemo, tallo vy hoja. Los resultados
se resumen en la tabla 2, 4donde ademin se prasentan algunas de
las caracteristicas de los calles obtepnides. Estos datos muestran
que la concentracidn mds elevada de AT, fué para el telido
proveniente de embridn, donde se alcanzd un nivel de 0.087%
seguido por el tejido generado de tsllo (0.074%), mientras qua en
los tejidos de meristemo v de hoja, las concentraciones son las
mAs bajas ¥y prdcticamente iguales entre si. For otro lado, no se
ovservd correlacidn alguna entre la pigmentacidn del ¢allo vy la
concentracign de alealoides totales.

Por otra parte, con el fin de conocer el efecte de la fuente
de nitrogenc sobre el contenido de alcaloides totales. se efectud
un experimento en el que se empled callo generado de meristemo
desarrcllado en medic MS suplementade con 2,4-D 10_ 4 y wvariando
las concentracicones de NH NO en la misma forme que vya se ha
mencionado para la producci&nade biomasa. Los resultadoe se
presentan en la figura 10, donde &5 posible cbservar una tendencia
hacia un Aincremento en el contenide de alcaleoides totales

conforme la concentracidn d= nitrato de amonic es mavor. siendo

este incremento nruv notorio cuando se alcanza un contenido de
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TABLA 8.- CARACTERISTICAS OBSERVADAS EN CALLOS DE Datura inoxia Mill
PROVENIENTES DE DIFERENTES TEJIDUS Y SU CONTENIDO DE

AUSENCIA DE

EXPLANTE PARTES
DIFERENCIADAS

(%)
s=szsasscscooscTeossEzZssToss

Embrion 100

Meristemo 100

Tallo 100

Hola 100

* la incubacion se efectuo

ALCALOIDES TOTALESY

GRADO DE PIGMENTACION ALCALOIDES

CRECIMIENTO (%)
S=szoSzssXsITSSTSECssSESSSoSSosSSsTEESas
abundante verde 0.087
abundante verde 0.056
abundante beige 0.074
abundante verde 0.055
claro
-6

en medio MS conteniendo 2,4-D 10 M
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FIGURA 10.- Contenido de alcaloides totales en callos generados de
meristemo de Datura inoxia, por efecto de diferentes
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2500 mg/l de NH NO
4 3
Posteriormente, se dateremind la concentracidn de alcaloides
totales en callos generados de maristemo = incubados en 2 nmedios
basales distintos, el MS v el B85, ambos suplementadcs con 2,4-D a
-6
una concentracidn de 16 M. Estos resultados so muestran en la

tabla 9, y puede advertirse que el mayor conitenide de  alcaleides

totales se detecta en el tajido desarrclilado en el medio BS.

@) DETERMINACION DE ATROPINA Y ESCOPOLAMINA.

Con la finalidad de conocer especificamente el contenido de
atropina y escopolanmina, se enpl=24d un metode mas finc v
sensible, en el que se pudieran detectar separadamente laa
concentraciones de estos alcaloides. Asil se evalud el contenido
relativo de atropina y escopolamina en los tejildos obtenidos

cuande se sometieron a diferentes concentracienes de nitrato de

amonio, a distitos medios basales vy al emplear diversos
explantes. En las tablas correspondientes se muestran, el valor
promedio (medis), Yy el rangeo dantro del que fluctuaron Jlos

valores obtenidos.

El efecto de la variacién en el contenido de NH NO (825,
1200. 1650, 1200 y 2500 mg/l) en la sintesis de éatrgpina ¥
escopolamina se realizd empleando tejide generado de embrisdn vy
mantenido en medio MS adicionado con 2.4-D IO_bM.

Los rasultados de este experimento se muestran en la tabla
10. Para cade concentracién de nitrato de amonio se realizaron de
3 a 4 repeticiones. Como  puede verse en 1a columna
correspondiente a la atropilna, el contenldo mas alto se registré

-3

en la concentracién de 1900 mg/l de NH NO (0.525% X 10 ),
4 3
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TABLA .- CONTENIDO DE ALCALOIDES TOTALES EN CULTIVOS DE CALLOS
DE Datura inoxia CRECIDOS EN DOS DIFERENTES MEDIOS!

. AUSENCIA DE
MEDIO PARTES GRADO DE HORMONAS ALCALOIDES

DIFERENCIADAS CRECIMIENTO (7}
(")
FEECERIREISSESSSRSSSS S ECIAECFFSSIUCSSSEZSCAYSCSCESISSRAEISTETTSIEED

Ms 100 abundante 2,4~D 10 0.05%64

-6
BS 100 abundante 2,4~D 10 H 0.1140

tse empleo meristemo comd explante
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TABLA 10.- CONTENIDO DE ATROPINA Y ESCOPOLAMINA EN
CALLOS DE Datura inoxia Mill. MANTEN1DOS
EN DIFEKENTES CONCENTRACIONES DE
NITRATO DE AMONIO

rango rango
WD a 0.130 ND a ND

rango rango

rango rango
0.360 a 0.428 ND a 0.045

Z,500 el L e

X 0.401 X 0.045
 mzzsmzs-rmssssosocasnozoRoSysTossnssSsmssxIEoosSsosSossass
ND = no detectado * los medios se adicionaron con

-6
+ = trazas 2,4-D 10 W, v se empleo

embrion como explante.
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-3
seguida de la de 2500 mE/l con 0.401% X 10 v la de 1650 mg/l
con un contenido de atropina de 0.380%4 X 10 . En el caso de la
-3
escopoiamina @l valcer maximo que s2 obtuve fué de 0.29 X 10

en las muestras sometidas a una concentracidn de 1900 mg/l de

nitrato de amonio y un rendimiente lLigeramente inferior de
-3
0.220% ¥ 10 an las que crecleron a concentraciones de 1650 mg/l.

En ninguno de los calles provenientes del tratamiente con 1200

mg/l de NH NO se pudo detectar escopolamina.
4 3
En 1la tabla 11, se presentan los resultados obtenidos del

andlisis de los tejidos al emplear los siguientes medios MS, BS,

MSBS y HBS5MS. Para cada caso ge realizaron 4 determinaciones.
-6
Todos los medios fueron suplementados con 2,4~D 10 M y se enpled

callo generado de embrién.

En este experimento la concentracidn mayor de atropina se

-3

registrd en 105 tejidos lhcubados en los medios B5 (0.480% X 10 )
-3

y B3MS (0,490 X 10 ). Con respecte a la escopolamina, el

miximo rendimiento se observd en el telldo proveniente del medio
-3 -3
MS con 0.175% X 10 seguido del MSBS con 0.127% X 10

Por yltimo, en la tabla 12 se pueden obgervar los resultados
que se obtuvieron de loe callose generados de eunbridn, meristemo,
tallo u hoja. Aqui se pone de manifiesto que los rendimientos mas

altos, tanto de atropina como de escopolamina, se registraron en
-3
los tejidos generados a partir de tallo, que fueron 0.675% X 10

-3

y 0.21172 X 10 respectivamente. En los cultivos generados de

embridn los rendimientos fueron aproximadamente la mitad de 1los
-3
detectades en tallo, esto es de 0.380% X 10 de atropina ¥y
=3 N
0.175% ¥ 10 de escopolamina. Por otra parte, los rendimientos
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TABLA 11.- CONTENIDO DE ATROPINA Y ESCOPOLAMINA EN
CALLOS DE Datura inoxia Mill. MANTENIDOS
EN DIFERENTES MERIOS BASALES?

ATROPINA ESCOPOLAMINA
MEDIOS -3 -3

0.440 a 0.567 RD a 0.102

== ssos=zsssmoosusmoous Zswmrxr=rszze=w==

ND no detectado * los medios se adicionaron con
-5

+ = trazas Z2,4-D 10 M, y se empleo

ambrion como explante.
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TABLA 12. - CONTENIDO DE ATROPINA Y ESCOPOLAMINA EN
CALLOS DE Datura inoxia Mill. ORIGINADOS
DE DIVERSOS EXPLANTES®

rango rango
ND a 0.145 ND a 0.030

rango rango
N> a 0.280 ND a ND
HOJA = s e e e
X 0g.280 ND
SErySrTEESroErTCEECSE SO NS TCNNSC LSS NSO S¥ScSYSmSSSoooSobs
ND = no detectado * medio M5 adicionado con
-6
+ = trazas 2,4-D 10 H
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menores se observaron an los tejidos provenientes de hoja, donde
-3

s  detectd 0.2B807 ¥ 10 de atropina sin gue se observara la

prasencia  de escopolamina v finalmente en el tejido generadce de
-3 -3
X 10 de atropina y 0.0320% X 10 de

meristema, con 9.

ascopolamina.
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DISCUSION.

) EYEOTOH HORMONALES EN LA DIPERENCIACION DEL QULTIVO.

De  los  resultados  abtenides wen 12 primera etapa de =ste
trabajc como s muestra en la tabla 7, puede observarse que la
respuasta d= los natildos a los Jdiferentes tratamientos hormopales
fud morfagendticamente distinta, pudiendase notar diferencias a
la aplicecidn de auxinas ¥ citeocininas cuande se suministraron
solas ¢ en combinacidn.

Asi. se observd que Lajo la aplicacibdn de AHA 10‘0 H. as
generd callo sin formacién de estructuras diferenciadas, en tanto
que al aplicarse conjuntanzntie con BA 1u_8 M se  preseptaron
estructuras diferenciadas tales como raices aisladas junta con
brotes v platulas sin raiz. Por otro lado, cuande se mantuve fija
la concentracidn de BA, pero se aumentd la concentracidn de ANA

a 10 M se obtuvo callo en un 100%, el cual presentaba una mejor
-6
respuesta al subcultive gue =1 callo generado en ANA 10 M soleo.

Por el contrarioc, cuando la concantracién de ANA se disminuyd a
10- M, hubo una mayor diferenciacién, presentande pldntulas
completas pero con formacién de callo en la base de 4stas. Este
calloe no pudo ser subcultivado va que se necrosaba desde la
primera resiembra.
-7 -8

La respuesta a la combinacidn de ANA 10 M + BA 10 M fué
similar a la que se obtuve bajo la aplicacion de BA 10-8H sola,
an donde se obtuvieron plaAntulas completas, una por embridén y sin
ninguna formacidén de callo. Estos resultados permiten - inferir,
que an =2l caso de Datura inoxia., el Acido naftalenacatico induce

la formacién de callo, mientras que la benciladenina gensra
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esructuras diferencicdtas;: v ane ol suministrarse conjuntamente la

manifestacidn de  la respuesta se ve alterade en funcidn de  la

concentracidn en este caso del ANA, va que la de la benciladenina

e mantuvo fija. Estos resultades concuerdsan can lo reportado por

otros autores, en relacidn al efecte del ANA y da la benciladenina
en cultivos in vitro =n otras especies  (Flich et al., 1983).

En esta miasma tabla s=2 pyede observar, que al comparar las
respuestas a la aplicacidn de 2.4-p 10_°M + BA 10_8M zon la  de
2,4-D 10-6M. no se aprecia un efecte clarc de la benciladenina
hacia la formacidn de tejido diferenciado, va que en ambos casos
siempre se obtuvo callo en un 100%; aungque en 21 caso de la
aplicacidn de 2,4-D s0ls, ol callo generado es mas friable., Sin
embarge, al disninuir 1la concentracidn de 2,4-D a 10~7 M, 1a
formacidn de ~allo fue minima v la respuesta se dirigié més bien
hacia la formacién de plantulas completas,

El efecto a la aplicacidn de AIA fue distinta, va que al
suminigstrar AIA 10- M al medio, la formacién de callo [fud muy
escasa. siendo m&s bien un tejido muy compacto del cual se
generaron abundantes brotes y pldntulas muy robustas pero sin
raiz.

Cuando se aplicd AIA 10— M Jjunto con BA 10‘ M. 1la respuesta
fu¢ distinta, pues la formacidn de callo fue mayor que bajo 1la
aplicaciédn el AIA s0lo y la formacion de plantulas también
disminuyd, aungue el nimero de brotes continud siendo alto. 5in
embarge, a diferencia de lo que se observd cuando se aplicd el
4cido indolacetico solo, en este tratamiento se pudo aprecisr la

presencia de raices., La respuesta en cuanto a la presencia de

raices en esxte cago, es sinilar a lo registrado bajo 1la
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~t ]

aplicacidn de ANA 10 M + BA 10“ M, de deonde puede inferirse que
la presencia de la benciadenina siempre favorecid la produccidn
da estrucruras Jifsrenciadas, i gue concuerda con los efectos
generalmente reportados para estas hormonas tanto en Batura come

en otras especies (Flick et al., 1983; Gamborg, 1984)

b) PRODUCCION DE BIOMASA.

En loE gque resp2cta 3 la biomasa producida, cabe hacer la
aclaracidén de que en aste trabajc se maneja en funcidn del peso
de los tejldos obtenidos. For otro lado, dada la heterogeneidad
2n el contenido de humedad de los tejidos gometidos a3 diferentes
tratamientos, se considers que &l peso seco as mis
representativo.

En la figura 4, se puede observar que al comparar la biomasa
producida bajo leg diferentes tratamientos hormonales, con el
tipo de tejido obtenido; 1a mavor produccidn de peso seco fuéd
en los tratamientos con 2,4-D, seclo o en combinacidn con BA. En
2stos casos la diferencia entre el pasoc fresco v peso seco fué
mavor indicando probablemente un contenido mds altce de humedad;
lo que parece estar relacionade can las caracteristicas
morfoldgicas del tejido, qgue es indiferenciado, friable v no
compactado. Por otra parte, los pesos secos wmaAs altos se
registraron bajo €l suministro de AIA 10_5M v de 2,4-D ID-GMA Sin
embarge, el tejido crecido en AIA IO_SM fué compacto y muy
diferenciado con una elevada proporciédn de brotee vy pliéntulas
sin raiz; en tanto que el tejido crecido 2n medio con Z.4-D 10_6M

fuéd morfoldgicamente indiferenciado. Por lo que es en realidad

en este ultimo tratamiento en donde s2 obtiene wuna mayor
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produccisdn de tejido indiferencizde. ‘*"Jl/gj

De la avaluacidsn Jde leos diferentes sziplantes emple Jﬂ;@
respaecte a 1la produccidn de peso seco, como se observa  an
figura 5 no se prasentaron diferencias relevantes, v selo pueden
sugerirse, aunque con cierta reserva, algunos comentarios scerca
de las tendencias observadas. aAs] parece apreciarse que el
tejido que Lepdié a producir mayor bhiomssa bajo 1l tratomiento
con 2,4-D 10“b M sdlo, fud el d= émbrién y el de menor
produccidn fud el de tallo. En cambic con el tratamiento de
2,4-D 10~b M+ BA 10~8 M el que nids biomasa produjo  fué
precisamente =1 de tallo. Se pucde observar que mientras en los
casos  an que spe empled embridn, meristemo u hoja la praduceidn
de biomasa fué ligeramente mwayor bajo la aplicacidn de 2,4-D 10- M
solo, el tejido proveniente de tallo se comportd diferente con
una produccidn de peso seco un  poca miAs  elevada en el
tratamiento de 2,4-D 10—6H + BA 10_8M. 5in embargo, como ya se ha
mencionado, las diferencias en la generacidn de biomasa por los
diferentes explantes no son importantes y este comportamiento
pudo deberse a que la variacidn de peso de las muestras en e5te
d1time tratamiento fuéd muy elevada,

Cuando sae estudid el efecto de la concentracidn de
sacarcea sobre la produccén de biomasa, como se puede apreciar
2n la figura 6. se observd que al aumentar su concentracidn, el
peso seco tuvo un conciderable aumento en todos los explantes.
Esto parece indicar que el aumento en la concentracidn de carbone
es incorporade rapidamente al metabolismo primario, traduciendose

an un mayor crecimiente. En cuanto a estos resultados, si bien

Gamborg (1968) menciona que en cultivos de frijol de sova,
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coneentracicones de sacarosa mayoras de 2% no  incrementan el
crecimiento; Qtros autersa reportan una relacidn directa entre el
contenido inicial de sacarosa en &1 medic v la biomasa obtenida
{(Fowler, 1986b}.

For otra parte,

hacer notar gque el callo
crecido en =1 medio con 57 de sacarosa., fud menos friable y  en
el caso de los explantes de hoja y talle se cobsaervaron partes que
incluso parecian esmpezar a diferencisrse, Esto podria indicar un
posible efecto de la concentracidn de secaresa  sobre la
diferenciacidin del tejido.

En otras especies es ha reportado., que la norfogénesis
depende de la concentracidn relativa entre auvinas, citocininas vy
sacarosa. Ademds, se ha comprobado que la presencia de sacarmsa
as  escencial psra 21 enraizamients de varias espaeciss (Gaorge v
Sherrington, 1984, ecbsarvaclones gue apovan log rrsultadas aqui
expuestos.

D2 la curva de dogie-respussta dae Nitrate de amonio (fig 7),
fué posible apraciar un sumento en 2l peso fresco  al incrementar
la concentracidn de HNH NO . Este compartamients =in embargoe, no

4 3
fuéd tan evidente en el pesc seco, denotando probablemente un

contenido mayor de humedad en el tejido conforme aumenta la

concentracibén del nitrato de amonio. No ostante, al llegar a

una concentracidn de 2500 mg/l de NH NO , el peso seco disminuve
4 3

notablemente, lo que permite deducir que esta a8 una

concentracidn inhibitoria para el crecimiento., probablemente por
producir un efecto de estrds al tejido. A este reempecto Gamborg y
colaboraderes (1968), mencionan que al parecer contenidos altos

de iones amonio, tienen un efecto inhibitorio seobre £l crecimiento
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de  los cultivos, prabablemente por una inhibicidn de algunas

enzimas del ciclo del JCA (4cido tricarbeoxilico).

Con reterencia a los medies basales ensayeados, como se
muestra en la figura #, se registrd un mayor rendimiento en la
produccidn de pesa seco el el medio MS con respecto a lo
producido en al medic BS. S$i se congidera que el medio MS

contiene una mayor concentracidn de sasles que <1 medio BS, Vv que
este (ltimo posea un contenido mavor de vitaminas (hasta 100
veces mAs tiamina) con respecto al M8, puede =sugerirse la
posibilidad de que se ejerza una influencia mayor sobre el
crecimiento atribuible mds a la presencia de las sales que a 1la
de las vitaminass. Sin embargo, al comparar estos resultados con
los obtenidous cuando se empled el medio gue contenia las sales
del ME& con  las vitaminas del BS, el peso seco fud alin mis
elevado que =21 obtenido eén el medio MS; de donde puede pensarse
entonces que se produce un efecto conjunto de sales y vitaminas
en el medio sobre la produccigdn de bjomasa. Estos resultados
concuerdan con lo citado por otros investigadores en cuanto a la
accion tanto de sales como de vitaminas sobre el crecimiento de
los cultivos in vitro (Gamborg, 1968; Constabel, 1984; Gemorge y

Sherrington., 1984} .

¢) PRODUCCICN DE ALCALOIDES TOTALEZS.

Como se ha mencionhado anteriormente, los alcaloides del
tropano son producides en mayor proporcidén durante la fase
estacionaria, cuando vya el metabolismo primario es menos activo
(Fowler. 19686b). Tomando esto en consideracidn, se planted

evaluar las muestras para las determinaciones transcurridos 25
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dias a partir de la resiembra, ya que del anilisis de las curvas
de crecimiento se estimd que para esa fecha les cultivos se
encontraban en la fase estaciwonaria.

Con respectn a la produccidn de alcaloides =n funcidn  del
tratamiento hormonbal {figura 9}, la  mayer concentracidn se

detactd &n  les  tejidos crecidos en los medios gquo contenian
2.4-0D 10‘6M. ya sea ¢s5 presencla o ausencia de BA 10.8H. serpuidog
de los tejidoes desarrollados en el medio que contenia ANA lOﬂS M
+ Ba 10‘8 M. Todos estos tratamientos s caracterizareon  por
generar callo, mientras que agquellos con tendencisa  a la
diferenciacidn (AIA 10~SM + BA 10—8M v ANA 10R6H + BA 16_8 M)
mostraron un mencor contenido de alcaloides totales.

Estos resultades difieren de algunos de los reportes citados
en la literatura, an al sentido de  gue los tejidos
indifarenciados  tienden & tensr una menor produccidn da estos
alcaloides (Hamghimoto v Yamada, 1963: Misawa v Samajiina, 1977},
Sin embargo, debe mencionarse que esta informacidn se maneja mds
bien en relacién a la diferenciacidn de raiz, qua eg al &rgano
propuesto como sitio de sintesis para estos alcalcoides (Hashimoto
y Yamada, 1963; Hiraoka y Tabata, 1974). En &l caso de este
trabajo, si bien se observé la presencia de railz en estos tejidos
{AIA 10—5M + BA 1o_em y ANA 10~6M + BA 10-8M). &s5ta fué 2n una
proporcidn muy baja tendiend> mas hacia la formacién de brotes
y plantulas sin ralz.

De 1las evaluaciones de alcaloides totales de loe tejidos
generados de 1los diferentes explantes, fué posible aostablecer

una diferencia notable entre ellos (tabla 8). La concentracidn

mas alta de alcaloides totales fué de 0.087% v se observd en
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el tejido generado de smbridn. Una cocentracidn un poco menor,
de 0.074% se enlcontrd en el tejido generado de tallo, mientras
que las concentraciones m&s bajas correspondieron a meristemo vy
a hoja, que fueron 0.056% v 0.055% respectivamente, siendo
pricticamente iguales. Los resultados anteriores pudieran indicar
que, el estado previo de las células en el tejido diferenciado
(heja, tallo, etc.} del cual proviene el cultivo, pudiese influir
en la regulacidn de esta via metabdlica en el cultive ipn vitro.
Come se menciond en los antecedentes, hay evidencias de que los
callos generados de diferentes tejidos, aun perteneciendo a 1la
misma planta, exhiben propledades diferentes y especificas
(Meins, 1986), por 1lo que las diferencias en el contenido de
alcaloides totales que se observaron en este trabajo, en los
callos generados de los diferentes explantes, coinciden con 1lo
propuesto en estas investigaciones.

Por otro lade, sl1 bien el tejido que se generd de los
diferentes explantes fué morfolégicamente indiferenciado, pudo
notarse una mayor o© menor presencia de pigmentos por la
coloracidn del callo, sin embarge noe hubo ninguna relacidén
entre esta pigmentacidn y €1 contenido de alcaloides totales; va
que . de 1los 2 cultivos en los que se observd una concentracidn
mis elevada de alcaloides totales, el que provenia de embridn
tenia una pigmentacidn verde mientras que el gue procedia de
tallo era beige,

Cofmo se observa el la figura 10, los resultados indican un
aumento progresiveo en la concentracidn de alcalofides totales al
incrementar el contenido de nitrato de amonio en el medio. Este

aumento sin enmbargo, fuéd mucho mis marcado cuando se empled
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una <concentracidon de 2500 wg/l de NH WO . Aqui resulta
interesante comparar estos resultados f:o: lgs obtenidos en  la
produccidn de biomagsa, vya que a la concantracidn de nitrato de
amonio mencionada, 1la preoduccidn de peso seco se ve notablemente
reprimida. Como se wanciond en la introduccidn existen varios
ejemplos en la produccidn de estes alcaloides via CTV, en los que
existe una relacidn inversa entre el crecimiento vy la produccidn
de alcaloides (Tabata et al., 1¢7%; WKuang-Chi y <Cheng, 1976,
Bohm, 1978). En este caso podria  especularse que a esta
concentracidn de NH NO 2] excesa de nitrbdgene on 21 medio
influye de una maner: directa o indirectamente en la regulacidn
del metabolisno, favoreciendo la expregidn de esta  via
secundaria, pero inhibiendo el crecimiento. En apoys a estos
resgultados, varios investigadores han reportado que bajas
concentraciones de algunas sales, especialmente fosfatos vy
amonio, pueden aumentar 1la coneentracidn de metabolitos
secundarios en varias especies. probablemente por un efecto de
estrés sabre 21 crecimiento (Morris et al,, 1985; Becker, 1987;
Fujita v Tabata, 1987).

Con respecto a las determinaciones de A.T. en los tejidos
crecidos en medios MS y BS (tabla 9), se pudo detectar una
concentracidn 2 veces mayor en el tejido del medio BS, el cual
como s€ ha mencicnado tiene un contenido de vitaminas entre 10 v
100 veces mayor que el MS, y una concentracidén menor de sales
{ver apé&ndice).

Comparando estos resultados con los obtenidos en otras
investigaciones donde se ha reportade que un incremento de

vitaminas, mayor al que normalmente contiene el M8, no sdlo no
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incrementa sino que incluso disminuve 2l contenido de alcaloides
del tropano en cultives de Hyoscyamug muticus (Koul et al.,
1983}, entonces s& podria plantear que el incremento en la
produccidén de alealoides totales que se observd en este trabajo,
pudiera estar asociado probablemente al bajo contenido de sales.
Esto estarla de acuerdo con otras investigaciones en cutivoes de
Hyvoscyamug Diger (Hashimoto vy Yamada, 1987}, en las que se
nygestran que losg niveles bajos de sales favorecen la produccidn
de alcaloides totales, aun cuando inhiben el crecimiento.

En la tabla 13, se comparan los resultados obtenidos por

otros autcores, en cuanto a contenice de alcaloides del tropano

(totales) en cultives {n vi

re, con los vreportados en el presente
trabajo. Come puede observarse las concentraciones reportadas son
variables, probablemente porgue difieren tanto en las especies
ensayadas como en las condiciones de cultivo empleadas en cada
caso, pero en general los resultados se encuentran dentro de los
rangos reportados, lo que contribuye a dar confiabilidad a los
que aqui han sido mencionados. Es Interesante hacer notar, que el
maximo contenido de alcaloides totales observado en el presaente

trabajo, es hasta 3.4 veces mayor que el reportado por Hiraoka y

d) PRODUCCION DE ATROPINA Y BESCOPOLAMINA.

En lo que respecta a los resultados mostradés en las tablas
10, 11 y 12, correspondientes a los porcentajes (base en peso
seco) de atropina y escopolamina, es conveniente hacer notar que
la metodologia empleada es sdlo indicativa, ya que en bDatura

199555 se pueden encontrar otros alcaloides del troparno,
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TABLA 13.- COMPARACION DEL
CULTIVOS in

CONTENIDO DE ALCALOIDES TOTALES EN
vitro DE DIFERENTES ESPECIES.

EEEE EFEY

1

2

3

4

5

AUTORES ESPECIE ALACALOIDES
TOTALES (%)

se== ==u= z=auss sxem==ss=ss===
Benjamin et al., 19687 Atropa belladonna 0.060
Hiracka y Tabata, 1974 Datura inoxia 0.023
Koul et al.. 1983 Hyoscyamus muticus ¢.150
Tabata et al., 1972 Scopolia parviflora 0.012
Presente trabajo, 1988 Datura inoxia 0.114

Las metodologias seguidas para
anteriores, siguiendo el mismo

1
2
3

w o

Espectrofotometria, despues
Espectrofotometria, despues
Volumetricamente, titulando
indicador
Espectrofotometria, despues
Espectrofotometria, despues
benzaldehido.

la cuantificacion de A.T. en los trabajos
orden fueron:

de la reaccion de Vitali-Morin meodificada
de la reaccion de Vitali-Morin modificada
con NaOH, con Rojo de metilo como

de la reaccion de vitali-Morin medificada
de la reaccion con p-dimetilamino
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intermediarios de la misma via metabdlica (Witte et al., 1987}
que pudieran dar Eehales semejantes & las que se utilizaron para
cuantificar atropina y escopelamia v que podrlan sumarse a las
sepales de &Lstos. Sin embargo, los valores calculados parmiten
tener una estimacidn del comportamiente da los  cultivos en
respuesta & las variables estudiadas.

En gensral ge pucde ver gue la variacidn entre las muUestras
as grande, va qua paras un mismd tratamisnta g2 pudieron detectar
desde porcentajes relativamente  altos de alguno de los
alcaloides. hasta muestras en las qu=z na fuk posible detectar la
presencia del alcaloide. Esto e3 particularmente cierto para el
caso de la escopolamina y puede deberse a variaciones en la
capacidad de los cellos (variacidn somaclonal) para llevar 3 cabo
la 4ltims parte de esta via metabdlica. No obstante, s posible
tratar de establecer tendencias que pusdar ayudar a estimar las
condiciones para 1la mejor sintesis de estos alcaloides en
cultivos de callo.

Los resultados obtenidos al variar la <oncentracidn de
nitrato de amonio (tabla 10), sugieren una posible tendencia a3 una
mayor sintesis de atropina al aumentar la concentracién de esta
sal., va que los valores mds altos se dieron a concentraciones de
1900 y 2500 mg/l., aunque fuéd ligeramente menor en la yltima.
Por otro lado, al analizar los rendimientos de escopolamina, se
podria sugerir igualmente una tendencia a una mavor sintesis
del alcaleide al incrementarse el contenido de NH NO en el medio.
hasta llegar a una concentracidn de 1900 mg/l. go obstante, al
emplear una concentracidn de 2500 mg/l de npitrato de amonio, la

sintesis de escopolamina baja drdsticamente. Este comportamiento
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podria  sugerir una inhibicion de la dltima parte de le via
metabdlica a8 altas concentraciones de nitrato de amonio. Estos
resultados aparentemsnte  no concuerdan ¢on lo obtenide en  las
determinacicnaes de alcaleoides totales, donde s= observd un  mavor

rendiniento al aplicar una concentracisn de 2500 mg

de2 pitrato
de amonio. Sin, embargo podria sugerirse gque 21 sumento detectado
en  los alcaloides totales esta dado en otros intermediarios de
esta via ¥ no en una maver sintesis de escopelamina, cuando
menos en el tiempo &n gue se incubd a los cultivos en este
trabajo (25 diae).

El efecto de los diferentes medios basales en el rendimiento
de atropina v escopolamina, resumidos en la tabla 11, no muestra
una diferencia marcada. Sin embargo, parece haber un mayor
contepido de atropina en los tejidos crecidos en los medios que
contenfan las sales del medio B5, asto es en los medios B5 vy
BSMS; en tanto que la sintesis de escopolamina es mayor en los
medios MS y MSBS. Esto podria indicar una mayor o menor
eficiencia de loe tejidos para llevar a2 cabo la Oltima parte de
esta via metabdlica, en funcién del medio en que 1]
desarrollan. Sin embargo, dada la variabilidad que existe, seria
necesario contar con un mayor nimero de muestras,

Da 1la tabla 12, 1los resultados muestran que los callos
obtenidos de tallo, tienen al parecer una menor variabilidad en
lo que respecta a los contenidos de atropina vy escopolamina,
édemés de las concentraciones mds altas de estos dos alcaloides.
Con rendimientos un poco menores estan los tejidos generados de
embrién y finalmente, en donde se observaron los rendimientos

mennres de estos alcaloides fud en los callos provenientes de
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maristemo v hoja. De sste (ltimo, sélo en una muestra se detectd
atropina y en ninguna se encontrd escopelamina. Los resultados
anteg mencionados s0n congruentes con lo que se obtuve en  las
pruebas de alcaloides totalzs, donde tambidn se observd que
fueron los tejidos generados de tallc y embrisdn los que  tuvieroen
los rendimientos m4s altos.

Como puede deducirse de la tabla 314, les rendimientos de
atropina v escopolamina  fueron bajos conparados con los
obtenidos por otros autores. Sin embargo debe considerarse que
an esta trabajo no se llevd a cabo una selocciédn de lineas y por
lo tanto los cultivos pusden estar formados tanto de células
productoras como de células no producstoras, lo que puede ser una
de lam razones que contribuyeron para gquz2 les rendimientos
obtenidos saan tan bajos.

En sintesig, del presenta trabajo es pcsible establecer que
bajo nuestras condiciones experimentales los tratamietos con
2,4-D 10A6 M sdlo o en combinacidn con BA 10—BM. fueron 1los que
generaron un callo de caracteristicas mds adecuadas., siendo los
_explantes de talloc v embridn en los que se obtuvo una mejor
respuesta tanto en la produccidn de biomasa como de alcaloides
totales y especificamente da atropina y escopolanina.

Cabe destacar, que un auments en la fuente de carbono
{sacarosa a 5%}, ejerce un efecto promotur =h €l crecimiento .y
probablemente en la diferenciacidn celular.

Se observd también un aumento en la produccidn de biomasa
al incrementar el contenido de NH NO

4 3
una concentracidn de 1900 mg/l, concentraciones mayores provocan

, &n el medio hasta alcanzar

una reduccién notable en el crecimiento, aunque inducen una mayor
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TABLA 14.~ COMPARACION DEL CONTENIDO DE HIOSCIAMINA Y HIOSCINA EN
CULTIVOS in vitro DE DIFERENTES ESPECIES.

1 Hashimote vy Yamada., 1983 Hyoscyvamus niger 0.0600 % 0.0050 %
2 Khanna v Khanna. 1976 Datura metel 0.0825% % 0.0219 %
A Oksman-Caldentey, 1987 Hvoscvamus muticus 0.0198 % 0.001689 7
4 Presente trabsjo, 1988 Latura inoxia Q.0006675 % 0.ud021% A

Las metodologias seguidas para la cuantificacion de atropine v escopolamine en los trabajos
anteriores. en €l mismo orden fueron:

1 Cromatografia gas-liquido

2 Cromatografia gas-liquido

3 Radicinmunoensayo v enzimoinmunoensavo

4 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de nmasas



sintesis de alcalvides totales. Como se mencieond, tombidn parece
haber una mayor concentracign de atropina y escopolamina  al
aupentar la fuente de NH NO , aunque a 2500 mgsl el efecto en la
]

sintesis de Escopolamxna“pa;ece ser inhibitorio.

¥n cuanto a los medlios basales que se  ensayaron., fud
pesible cobservar wuna mavor produccldn de biomasa an el medio
MSBS, seguido por =1 M3, Por otra lado al comparar la respuesta en
los medios BS vy MS en relacidn a l1a sintesis de alcaloides

totales, fud clara la mavyor produccidn on el medio BS (2 ve

26
mayor}. Sin embargo., asta ralacidn no se observd al comparar los
contenidos relativos de atropina v escopeolamina.  £n este caso lo
que se detectd fué una maver produccidn de  atropina  en leg
medios BS v B5MS v de escopolamina en los medios MS vy MSBS, perc
come ya se nmenciond existe una gran variabilidad en los
resultados, lo cual hace necesario tomarlos con gautelas,

Probablemente la contribucidn mae importante en suanto a
la presencia de atropina v escopolamina, sea el hecho de que al
detectar estos alcalcides =n los callos, permite concluir que
esta ruta matapdlica se expresa en el tejido indiferenciado v
por lo tanto es potencialmante posible su optimizacidn.

Resulta interesante sefialar gue en algunos de los
tratamientos probados, parece haber una relacidn inversa entre
el crecimiento v la sintesis de alcaloides. Esto concuerda con
lo citado por algunos investigadores, quienes ?n relacidn a este
fenémeno han propuesto el cultive en dos etapas, una con un medio
que favorece un rdpido crecimiento, pero no la produccidn de
alcaloides y una segunda, donde el crecimiento se reduce pero la

biomass producida durante la primera etapa aporta una mayer
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sintesis de los alcaloides.

Por dltimo podemos destacar algunas perspectivas a2  seguir
en  subsiguientesr investigaciones, para las cuales el presente
trabajo serviria de base:

a) Estudiar la regulacién de la via metabdlica de los alcaloides
del tropano.

b} Seleccicnar posibles lineas gobreproductoras para atropina vy
escopolamina,

¢) Probar la estabilidad de las lineas sobreproductoras.

d) Establecimiento dé cultivos de cklulas en suspensidén v
optimizacidn del medio.

= Finalmente, una vez obrenidas lineas sobreproductoras
estables, v optimizadas las condiciones para la produccidn de
estos alcaloides en cultivos es suspensidn, eventualmente

intentar un escalamiento.
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ANEXO

1.~ REACTIVOS

Acido 2,4-diclorofenoxiacétice
Acide l-naftalenacético
Acido indol-3-acético

6-benciladenina

Acide sulflrico

Alcohol isopropilice
Atropina

Cloroformo

Hidréxido de amonio
p-dimetilaminobenzaldehido

Sacarosa

ICN Pharm. Inc.
ICN Pharm. Lne.
ICN.K&K Lab. Inc.

J.T. Baker

J.T. Baker
J.T. Baker
Merek

J.T. Baker
J.T. Baker
Merck
Bioxon

Todas las sales inorginicas utilizadas fueron grado R.A.
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2.- MEDIOS DE CULTIVO

Hlacronutrientes

HH NO 1,650 ———ee
4 A
KNO 1,900 2,500
5
3
CaCl .2H O 440 150
2 2
MzSO .7H O 370 250
4 2
KH PO 170 e
2 4
(NH }» SO  ammee 134
42 4
NaH PO .HO e 150
2 4 2
tlicronutrientes
KI 0.830 0.750
H BO 6,200 3.000
3 3
MnSO .4H O 22.300 0 eese-
4 2
Mpgo .HO  eeeen 10.000
4 2
ZnS0G .7H O 8.600 2.000
4 z
Na MoO .2H O 0.250 0.250
2 4 2
CuS0 .SH O 0.025 0.025
4 2
CoCl .6H O 0.025 0.025
2 2
EDTA~-Sal disodica 37.300 37.300
FeSO .7H O 27.800 27.800
4 2
Sacarosa 30,000 20,000
glicina 2.000  ee-a-
pH 5.8 5.5
SrsssS=sEsERSSssSSESZUSSISSSSSSESsSCESSSSESIcsTsSssIsSSszsss
VITAMINAS (mg/1) (mg/1)
Inositol 100.000 160,000
ncido nicotinico 0.500 1.000
Piridoxina 0.500 1.600
Tiamine 0.100 10.000
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