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RKSIJMEN. 

En el presente trabajo, se investig6 el efecto de diferentes 

11nrmonas v medios de cultivo sobre la generaci!Jn de cr'lllo 

proveniente de diver::..::cs explantes de 9-9!-~!:~ ~!:!~~!_~. asi como en 

la producción de alcaloides del tropano. Para ello se emplearon 

hoja, t~llo, embrión y meristemo corno explantes; ANA, AlA y 2,4-D 

como auxinas solas o en combinación con BA y medios basales MS, 

85, MSBS y BSMS {los dos 1.Htimos intercambiando las sales y las 

vitaminas del MS y 85). Tambi.~n se investigó el efecto de la 

concentración de sacarosa y del nitrato de amonio sobre la 

producción de biomasa y sobre la producción de alcaloides del 

trepano. 

La producción de biomasa se evaluó en base a los pesos 

fresco y seco: la determinaci6n de alcaloides totales 

espectrofotometricamente, previa reacción con el 

p-dimetilaminobenzaldehido. La cuantificación de atropina y 

escopolamina se realizó·~ediante Cromatografla de gases acoplada 

a espectrofotometrla de raasas. 

Los resultados indican, que la mayor producción tanto de 

biomasa como de alcaloides totales se obtuvo bajo la aplicación 
·6 -B 

de 2,4-D 10 M con o sin BA 10 M. Por otro lado, lo explantes de 

embri6n y de tallo, asi como el medio BS fueron los que mejor 

respondieron en cuanto a la sintesis de alcaloiJes totales. 

La concentración de nitrato de amonio en el medio, tuvo un 

efecto marcado tanto sobre la producci6n de biomaea como de 

alcaloides totales, observendose un efecto inverso; ya que a la 

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



inhibitorio para la produc~iOn de biomasa; en tanto que la 

sintca1s de alcal•)iden totales se vió incrementada. 

Se detei:tó la; prest:ncia de atropint1 v es·:opolomlna ~n los 

callos indife2·enciados, aunque en bajas concentraciones. Los 

contenidt)s mayores se observaron en los callos provenientes de 

tallo y embriún. 

Los resultados son discutidos en función del posible efecto 

de las diferentes hormonas, medios, tipos de explanté y otros 

factores del cultivo sobre la producción de biomasa y alcaloides 

del tropano en callas de Q~~~[~ ~~2~~~· 
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INTRODUCCION 

a) PRODUCCION DS MKTAEOL!TOS SECUNDARIOS POR CULTIVO DE TEJIDOS 

Vl!OETALKS. 

Ha~e aproximadarn~nt~ 30 ahos, Routier y Nickel de ta 

corp1)rr:tc10n PfL:er, µlantcaron cla1·amente la pM;ibilidad de 

~mpl~ar el Cultivo dt-~ Tejidos Ve¡;etales (CTV) como un medio para 

la pr-:iducciOn de rnetabolitos secundarios de origen vegetal 

{i:.i t.adr".J en lo"owler, 1986b). Sin embargo en ese tiempo las 

metcdologias de CTV no se <:mcontraban lo suficientt::mente 

desarrolladas para abordar tal objetivo; no fué sino hasta 10 

ai"1os rn~s tarde que esta idea fue retomada por Cre:w y Staba., 1975 

<citado en Luckner y Diettrich, 1987). En realidad es a partir de 

la segunda di.kads de los 70's que el inter6$ por este tema se 

increment6, dando como resultado la publicación de numerosos 

articules y revisiones en los que se han puntualizado tanto las 

ventajas como lao límitacionee que representarla la utilización 

de estas técnicas sobre los métodos que convencionalmente se 

ernpl~an P&ra la obtenc16n de metabolitos secundarios de origen 

vegetal. 

Algunas de las ventajas que han sido ee~aladaa por diversos 

autores <Zenk. 1978; oougal, 1979: Shelcr et al., 1984; Fowler. 

1986), pueden resumirse en funci6n de factores ambientales, 

económicos y politices. Factores ombientalcn, porque los 

rendimientos de estos productos en las plantas. pueden verse 

afectados por variaciones en el clima, ataque de plagas y Otros 

fenOmenos naturales capaces de altE~rar el cicl.o normal de la 

planta. 

Bn lo econ6mico puede mencionarse que frecuentemente el 



cultivo de estas plantas ~omp1te con el uso de la tierra para 

cultivo de espécies de interés alimenticio, o bién no son 

cultivadas por no ser c1Jltut·a1mente tradi~ional su cultivo. Estos 

factores ori?tnan en muchus ocaciones, sobre todo en el caso de 

plantas que no bon sido dornesticad3s, 'lUe la colecta continua de 

estas especies p1Jeda (:Y.ceder la t21.si1 dB reprodui::ci(_.n d~ las 

poblaciones como consEmcuencla llev6r al agot.:.m1ento d~l 

recurso. Este hecho Lidemás incide, en que al decrecer la 

disponibilidad de la materia prima. •.:l precio d8l. producto 

aumente. Por Ultimo, de his factores politices pL1eden derivar 

problemas dificiles de superar para la a~c~sibtlidort de la 

materia prima, dadas las politicas de comercio intern~cional que 

imperan en algunos paises. 

Aunados a esos problemas se encuentr~ la dificultad de 

adaptar a otros habitat ciertas plantas na~ivas que pueden ser de 

interés potencial para la producción de compuestos secundarios. 

El Cultivo de Tejidos Vegetales. puede potencialmente 

plantear ~oluciones que lleven a la superación de las situaciones 

anteriormente citadas, d~bido al manejo que 5e tiene de las 

condiciones de cultivo. que permiten mant~n~r independiente 'f 

bajo un control más estricto los rendimientos de los compuestos 

de interes. Ademas ofrece la factibilidad de obten~r un producto 

de mayor pureza, ya que ~.e presentan menor cantidad de otros 

compuestos no deseados; esi como la posibilidad de obtener 

productos que normalmente no se encuentran en la planta madre, ya 

sea por ser intermediarios de vida media corta, o por que la 

informaci6n genetica aunque presente, no se expresa; pero bajo 

las condiciones de cultivo !D y!~!Q se mHnifiestan. 
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r:stas metodologl:Js hi)n sido cuestionadas en cuanto a RU 

factibilidad eco116mico. ctebidi) a los al toa cost0s de producción. 

por lo quie varios inves··: i Cór_1ores ( Fow ter, 1986; Zenk, 1978) han 

se~aledo la conve11ienc1a de aplicar estas t~cnicas particularmente 

a productos de un alto v.'llor comercial, que se rE.>quieran en bajos 

volUmenes y que tengan un mercado asegur~do, además de que la 

metodología alternativa (sfntm;is) no sea capaz de competir y 

desplazar la producción del. compu~~sto mediante esta tecnologia. 

Entre estos productos se encuentran diversos f8rmacos, escencias, 

saborizantes. colorantes y otros. 

No obstante, a pesar de las posibilidades potenciales, la 

producci6n de estos compuestos via Cultivo de Tejidos Vegetales 

ha tenido que afrontar al&unos problemas que derivan bAsicarnente 

de los bajos rendimientos que se present8n en muchos de los 

casos. 

Luckner y Oiettrich (1987), junto con otros investigadores 

sostienen que esto puede deberse a que en la mayoria de las 

plantas la bioalntesis y acumulaci6n de estos metabolitoa estA 

limitada a ciertos estadios del organismo producor y a tipos 

especiales de células que se desa1·rollan durante la formación de 

determinados tejidos u órganos. En muchas ocasiones, la expresión 

del metabolismo secunderio est~ integrada a programas que 

coordinan al metabolismo !lecundario, con otras actividades 

morfolbgicas y bioquimicas del organismo. 

principios integradores de la expresión 

Aún, cuando los 

del metabolismo 

secundario, en 

vegeteles, no 

los programas de diferenci~cibn de les 

son del todo conocidos y de hecho no 

células 

hay un 

criterio que explique porque, en algunos casos se dispara la 
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bios!ntesis de productos ~e·:undarios; en algunBs lineas celulares 

se ha observado, que bajo determinadas condiciones de cultivo se 

forman estos compuest.os i:!:n c8lulas no especializadas. Por ello. 

resulta importante el estudio v elucidaciOn de todos aquellos 

factores que influyen en la form~ción v acumulaci6n de estos 

metabolitos en la planta madre y paralelamente, los que estan 

implicados en su produci6n via CTV. 

En contraparte con lo citadc·, existen también referencias en 

las que se mencionan rendimientCJ!; iguales e incluso mayores de los 

compuestos, en relación a los que se encuentran en la planta 

madre. En 1982 se citaban un total de 30 casos en que esto se 

h&bia presentado (Staba, 1982). El caso m~a relevante. estñ 

representado por la producciOn de shikonina a partir de cultivos 

de célu~os en suspensión de hith~~e~~~~~ 2r!!hrQtQl~QQ. en los 

que se han logrado establecer las condiciones para elevar su 

rendimiento entre 10 y 15 veces sobre el de la planta intacta 

(Zenk, 1978). Como ademas se ha logrado mentener estable su 

producción ha sido posible el escalamiento y desarrollo a niveles 

comerciales, en fermentadores de 750 l. Este caso pone de 

manifiesto la factibilidad de que estas tecnicas puedan aplicarse 

a otras especies vegetales, con el 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 interes en la busqueda de otras 

alternativas para su obtención. Este hecho se ha visto reflejado 

en que, de los trabajos de investigaciOn presentados en el VI 

Congreso Internacion8l de Cultivo de Tejidos Vegetales, llevado a 



cabo en MinnesotD (19861. relacionados con la producc!On de 

metabolitos secundarios. el 12 % s~ refirieron n productos de 

interés farmacéutico y <kmtro de estr)s el 67 ~t específicamente 

alcaloides {Collinge, tY86l. 

b) ASPECTOS GKNltRALES K IMPORTANCIA FAHMACOLOOICA DE LA ATROPillA 

Y LA KSCOPOLAMINA. 

La atropina (DL-hiosciamina} y la escopolamina (DL-

hioscina}, son alcaloides derivados del trepano, ampliamente 

utilizados por sus efectos en el sistema nervioso central y 

periférico. De sus efectos destaca: su empleo como rnidriAticos, 

ya que causan la dilatacibn de la pupila, paralizan el iris y el 

mUsculo ciliar. Como se mencionó, estos alcaloides afectan al 

sistema nervioso central, la atropina causa activación mientras 

que la hioscina (escopolamina) actua como depresivo. Se usan 

ademas como hipnóticos y en general como antiespasmódicos. 

La atropina se Qplica tambi8n para aliviar los espasmos 

musculares del estómago y del tracto intestinal, inhibe la 

secreción salival y suprime la hiperacidez; tiene acción contra 

la tos, sobre todo convulsiva, contra el enfisema pulmonar y en 

particular el asma. A dosis bajas, entre 0.5 y 1.0 mg disminuye 

la frecuencia cardiaca y en dosis mayores de 2.0 mg la incrementa. 

Es antidoto de la morfina, del gas neurot6xico 

(dialquilfluorofosfatos} y de los insecticidas fosfatados, ademas 

se emplea en las intoxicaciones por hongos. 

La escopolamina presenta efectos drAsticos sobre la corteza 

cerebral, con depres10n inmediata particularmente de las areas 

motoras. La intoxicaci6n con escopolamina produce inconciencia. a 
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veces alucinaciones seguidas de confur,16n roen tal, p8rdida. de la 

memoria e incluso le muerte (Guerra v Olivar~. 1954; Leet~. 1959; 

Font Ouer, 1973; Anozie, 1986). 

Por otra parte, el bromuro de N-butilhioscin~. que deriva de 

la escopolamina y es el principio activo de las presentaciones 

farm~ceuticas de patente, tiene acc16n anticolinergica s11ave y 

tambien espasmolitica, al igual que l~ atropina pero con menor 

duración. Se sabe que bloquea el sistema nervioso inhibiendo las 

neuronas col1n8rgicas ganglionicas, s0lo que como sal cuaternaria 

tiene la caracteristíca de que su acción anticolinérgica sobre 

el sistema nervioso central desaparece, manteniendose sólo la 

acc16n sobre el sistema nervioso periférico. De esta manera, 

reduce la perist3lsis sin perdida del tono en la terapia contra 

la Ulcera péptica. Fin~lmente, reduce los espasmos renales, 

biliares y gastrointestinales (Henry, 19t.9; Rosentein. 1985: 

Anozie. 198ó) . 

Una de las fuentes tradicionales de estos compuestos ha sido 

~!rQE~ Q~!!~Q~nn~. de la cual los laboratorios Boeringer 

Ingelheim/fher, llegaron cultivar hasta 6.57 hectáreas en 

Bandajoz España. Sin embargo, su cultivo se abandonó desde 1984, 

ya que produce mucha mae atropina que escopolamina, que es el 

compuesto de mayor interés. Este cultivo ha sido reemplazado por 

el de Q!~~!~ !D9~!~. de la que en 1987 se cultivaron 350 

hectAreae por esta misma empresa (T. Adzet Porred6n, comuncaciOn 

personel .. } . 

• Facultad de Farmacia, Uni•Jersidad de Barcelona, España. 
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En t1éXiG1), !?.· ln.i:>?:ia. es un8 >:~spec1e que se encuentra 

.r~in.slr..1~ hasta Yucetrán; no obstant·~ no ha sido estudiadr1 para su 

~ecno1ogia para 8U ~xplo~a~i~n racional Esto se1·ja de particular 

importancia, yn q11e .;!n s:;l ria1s la. atropina. y la esi::opolamina zon 

::om¡:..iJ'=stos que se ímport.::i.n .:::n f!u tot.:? l 1dad. rr.;pres"=nta.ndo una 

salida de divisas importnnt~ 

Ademas de '2!!:2e~ y g~:=:::!!:~, existen otros géneros de la. 

faw1lia Solan3ceae, que tiAnen la capacidad de sintetizar estos 

'ªI~E!!lfsD.?!ª'. Sin embargo, hav una gran variabilidad tanto en el 

rendimiento total de alcaloides, como en el tipo de ,)lcaloidefi 

producidos. Esta variaci6n es notable aUn en el mismo género y 

especie V esta en funci6n de condiciones geogr~ficas. 

climótolOgicas-., etapa fenolligica de la planta, existencia de 

r&zas quiraicas, hibridos, etc. {Eva ns, 1979). Por estas razones 

resulta de interés el estudio de otras posibles alternativas para 

la producción de estos alcaloides. 

Por todo lo anteriormente mencionado, se planteó la 

cnnveniencia de investigar y desarrollar las condiciones pare 

establecer cultivos de callo de Q~i:~!:~ !DS!~!~ Mill •, utilizando 

material biológico colectado ~n Mé>:ico y determinar el contenido 

La descripción original de la especie se hizo bajo el nombre de 
Datura inoxia, no con el de Datura innoxin. Con este criterio 
E:ñ-éí- pJ=eSE!ñte trabajo s~: 8mPíea_-e¡ ñQñibré-original {R. A. Bye, 
comunicaci6n personal). 



de alcaloides totales en callos derivados de di fe rentes 

explantes, al ser sometidos a diversas condiciones en cu~nto a 

medios de cultivo •::mpleados, tipos v c·::incentrc:ici.)n de hormonas 

vegetales y otros factores. Ademas de detectar la presencia de 

atropina v escopolam1na en cultivos indiferenciados. 
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ANT!!:Cl!OENTl!S 

a) BIOSINTESIS DE HIO~CIAHmA y H!OSCINA. 

Uada la importiln~ia farmaco1¿.gica de estos ~lcaloides, se 

han l lr:vado <:tJbo numerosas investigaciones con el fin de 

elucidar &U v!a ~1etab6lica. ~e ha establecido, que la síntesis de 

estos Qlcaloides implica la esterificación de 2 rnoleculas; por un 

lado la tropina, que es bAsica y aporta el N como grupo amino 

la molecula (f<odor, 1971); por Otl'O el tJcido trópico, cuya 

formaciOn involucra una des¿)minr1<.:ión y un rearreglo 

intramol~cular de la cadena lateral de la fenilalanina Fodor, 

19681. 

La tropina por su parte, se biosintetiza a partir de la 

ornitina (aminoácido que a su vez deriva del acido glut~rnico), e 

involucra reacciones de metilaci6n, descarboxilación, oxidación y 

condenzaci6n con el acetoacetato, para formar la higrina. Esta 

Ultima se incorpora posteriormente para constituir la tropina, 

probablemente via dehidrohigrina y tropanona (Leete. 1980}, o 

bién via ésteres de la higrolina {McGrat~ et al., 1982} en el caso 

d~l genero Q~~~~~· 

La hioscina es el produ~to final de esta ruta biosintética y 

se forma de la epoxidizaci6n de la L-hiosciamina. Esta reacción 

toma lugar probablemente via 68-hidroxihiosciamin~ con la pérdida 

de los hidr6genos Beta del C-6 y C-7; esta es una rec:sccilin 

interconvertible, pero por su misma cinética se ve favorecida 

hacia la formaci6n de la hioscina CLeete, 1980; Haehimoto et al., 

1987; Staba, 1980}. En la figura No 1, se presentan en ·rorm• 

resumida los principales eventos de la biosintesis de estos 
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FIGURA L- Principales üVcntos de ta Bios1ntcsic; cte la hio~;cina y la hioGciamina. 

(b-lsado en t.-odor, 1968; I~te, PlílO) 
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alcaloides (basedo en f~dor, 1968: Leete, 1980). 

El sitio de sirlt~sis de la hioGciamina y la hioscina en la 

planta ha sido objeto de discusión. p~ro en genet'al se ha 

planteado lr:1 necesidad de la presencia de la estructura df"! la 

raiz para la efic1.entr~ incorporación de la fenil;:drJnina en el 

tii:ido i:rópico (::3taba, 1968; tfowac~:y, 1978), por lo tanto se 

se~ala a la raiz como sitio de sintcsis parA la hiosciamina. En 

cuanto a la h.ioscina hay evidencias de qu~ pu("""da. llevarse a cabo 

en las partes sereas de la planta (hojas) (Yamada y Endo. 1984) 

v/o en la raiz (Hashimoto ·.¡ Yamada, 1983; Hashimoto e.t al., 1986; 

Oksman-Caldentey et al., 1987). Sin embargo, se ha visto que la 

adici6n de fenilalan!na, ~cido trópico, ornitina, tropina. 

higrina y otros precursores a cultivos i~ Yi~~~. puede aumentar 

la producción de los alcaloides del t:rc1pano, aunque su efecto 

varia en las diferentes especies ( Ai tchinson et al. , 1977; Leete, 

1980¡ Staba, 1980; Kitamuraet al., 1986). 

b) FUENTES PRODUCTORAS DK ALCALOIDES DEL TROPANO. 

Los alcaloides del trepano constituyen un grupo de 

metabolitos secundarios que se encuentran en varios géneros de la 

familia Solanaceae. En la tabla 1, se presenta brevemente como 

esta distribuida la síntesis de los alcaloides del trepano dentro 

de la familia {basado en Ev~ns, 1979). 

Existe una gran variación en cuanto a la compoaicibn y 

contenido de estos alcaloides entre los diferentes géneros, asi 

en ~~t2E~ e~!!~gQ~n~ 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 aei se 
especifica. 
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TABLA 1.- PROWCC!OH DE ALCALOJCKS DEL TRDP.l!IJ iJI LA FAH!LI! 501./JjACEAE IEVARS, 19191 

TRIBU SUBrn!IJJ 

tHetandreae 

SOlaneae LycUnea 

lt¡oscya1inac 

Sohnin3e 

rtiridragorinae 

tr.itur&e 

SOlp!rJ,..lde•e 

ALCALOIDES DEL TROl'All.1 

Un solo genero que sintetiu 
hlgrina y tropinona 

Solo 3 gen(!ros que :iintetizan 
del tipo de la hioscialiru 

ledos lo gencros sintctiz3n 
del tipo hlosciaa!na-hioscina 

Solo 2 g>?~rC'S q•Je sintetiun 
tigoyl esteres 

Gru~ heterogeneo, solo 2 generos 
sintetizan alcaloides del trepano 

Todas las especies prOOocen un 
rango amplio de alcaloides del 
tropano, particular.ente del tipo 
hioscia1ina-hioscina 

no se reportan alcaloides del 
tropa no 

G!liEROS QJ! COOltli!ll 
l!IC«IAHIKA Y/O H!Cl'<:!J(I 

Atrcpa, Latua y 
Ac.nistus 

S<;cipalia, llyoscya1us, 
Physochlaina y Priewalskla 

Karidragora y protableaente 
Salpichroa 

Da.tura, SOlaOOra y 
Brupansia 

Alcaloldes del tropano restringidos Dubolsla, Anthocersls 
a 3 g¡meros australianos, frei;;uen- y Anthotroche 
te9Cftte Junto con alcaloides deri-
vados del plrrol 
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a 1.0 -?. de alcal1:iic.h:;~ tot~le'-'. de los cual~tl la atropina (OL

hiosciaminal es el p1.'•)ncipal componente CHenrv. 1949}. aunque 

estb.s concentraciones varten en las diferent.es partes de la 

planta. Asi, en la ralz se reportan concentracionos de 0.340 % de 

dLropin3 y de O.ú08 % de escopolarnina, en tanto que F.!'O tallos se 

han encontrado cont"!'nidos de hasta O, 15 1. de atropina v s6lo 

trasas de escopol~mina <Kamada et al .. 1906). 

En !:\:~~9§~'.i~~!:!§ !!1~!~~~.t? L. se present:a tdmbi~n una variación 

en el contenido de alcaloides del tropano en función ~anto de la 

etapa fenol6g1ca de la planta como de la parte anat6mica de la 

misma. ['le acuerdo con algunas investigaciones, en la hoja se 

alcanza un máximo de 0.4 % de escopolamina Justo antes de la 

floración, en tanto que el mayor conter.ido de hiosciamina (1.2 ~) 

ocurre durante la epoca de floración en pleno. ~n la raiz no se 

preaentan variaciones tan evidentes en las diferentes etapas 

fenol6gicas 1 pero si hay una tendencia a que se incremente la 

concentración de hiosciamina {O. 5 ?.) durante la maduración del 

fruto: as! como de escopolamina (0.19 7.~ antes de la floración 

(Sharma et al .. 1986). Por otra parte se ha encontrado que aün 

cuando existe una gran variabilidad en el contenido de estos 

~lcaloides entre las plantas de una misma población, en general 

hav de 2 a 6 veces mas hiosciamina que escopolamina (Oksinan

Caldentey et a1., 1987). 

Del g0nero §S2E~!!~ se han estudiado vari3s espacies, 

encontrandose que en rizomas de §. loe 

contenidos de los alcaloides totales varian de 0.43 ~ a 0.51 ~. 

siendo en su mayor parte hiosciamina y hioscina (Henry, 1949). 

Por otra parte, en las hojas de §. J~E~~~~~ Maxim. el contenido 
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de alcaloides totales reportado es de o. 18 ~·~, que en su mayor 

parte fueron hiosciam1na v norhiosciarnina <Henry, 1949). En otros 

estudios con? P~!YiKI2~~ Nakai, se han reportado concentraciones 

de U.340 X en rizoma y de 0.04~ % de alcaloides totales en la 

hoja (TabRta et ~l., l972J. 

El género QL_!~~!I'!.!:.~ resulta rJ13 amplio interés. va que las 

plantas de este género pueden sintetizar tanto alculoidC!s del 

tropano como de la piridina. Además, dentro de los alcaloides del 

trepano producen principalmente escopolamina {Cosson Y Vaillant, 

1976; Evans, 1979). 

As!, para plantas de ~- ~Y~E~!.'.~~~~~ F. Muell, existen 

reportes en los que se menciona que el contenido de escopolamina 

varia de O.lBS i~ a 0.470 '."":. dopendh:mdo ,J0 121s condi.cion~R de 

temperatura y fotoperi6do y que el contenido de hiosciamina 

fluctua entre 0.032 % y 0.160 % bajo las mismas condiciones. 
o 

Cuando las plantas se mantienen a temperaturas de 24 e durante el 
ó 

dia y de 22 e por la noche y con un fotoperiódo de 16 horas luz, 

el contenido de escopolamina ha alcanzado hasta 0.680 % (Coseon y 

Vaillant, 1976). 

En esta misma espécie, se han encontrado concentraciones de 

0.175 7. de escopolamina 0.100 % de atropina en la hoja; de 0.035% 

de escopolamina y 0.203 ?. de atropina en tallos y de 0.006 7. de 

escopolarnina y 0.01~ % de Atropina en la ra!z. Es int~resante 

hacer notar el b~Jo contenido d~ estos aJcaloides en la raiz, que 

es el 6rgano propuesto como sitio de sintesis, esto probablemente 

sea debido a que se ha registrado una altb actividad de la 

atropina esterasa en este órgano, lo cual no Gucede en la hoja 

que es donde se acumulan en mavor cantidad loe alcaloides del 



trepano en 1Jste espB..:-1 1: {!1,1 t:.~\Jn11r."' et al., 1985). 

!?· .b.2E~29~!! F. Muell difiere de las otras especies de este 

g9nero en que tiene l!\l1yor proporción de alcaloides derivados de 

la piridina v es importante resaltar, que si bien en las hojas el 

principal alcaloide ~5 la nornicotina, en la raiz en la 

hioscina, que llega n representar t16sta el 55.6 % del total de 

alcaloides en este órgano {Luaranta.na v Griffin, 1982). 

Existen reportes en los que se ha demostrado la existencia 

de hiosciamina v de hioscina en las especies del género 

~~DQI~~Qt~· tales como ~· 2ff!.~!n~~~~ L., ~· ~~!~~n~!!~ Bestrol. 

y~· ~~~n~~i~ Uertrol. (Jackson y Berry, 1979). 

Las plantas pcrtene.cientes al genero ~q~~~~~~. tienen 

también la capacidad de biosintetizar alcaloides del tropano, 

aunque han sido menos estudiadas que otros géneros. Sin embargo. 

se ha encontrado qu~ el contenido en plantas de §, l~~Y!e Hook es 

del orden de 0.16 %, en su ~ayor parte hiosciamina lHebry, 1949}. 

Otras especies en las que se ha estudiado el contenido de 

8lC~loides del tropano son§. 1Q~g!f1Q~~ Tuss., §. C~~~~~ Dun. 

~· gl~rrQ!f!Q~ª Swartz, y§. hi~~~~ª Don., encontrandose en todos 

hiosciemina como principal alcaloide (Evans. 1979). 

Del género º~~~!~' son verias las especies estudiadas. pero 

destacan Q. ~g~~~ L., Q. ~~r~~Qn!~~ L. y Q. }DQ~!~ Mill. En estas 

especies como en otras ya mencionadas, el contenido de alcaloides 

fluctua en función de diversos fac~ores. En el caso de º· ~~!~!. 

se observa un aumento sradual en la concentracibn de alcaloides 

totales conforme la planta avanza en su desarrollo hasta alcanzar 

0.62 % en la raiz cuando la planta tiene una edad de 3 a 4 meses. 

En cuanto al con~enido de alcaloides en diferentes órganos de la 
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planta (ver tabla 2), se puede observar q•Je mientras el mayor 

contenido de him;ctn."I esta en la semilla, la apoa.tropina es m.\is 

abundante en la ra tz, que por otro lado i;::s el Organo dond..::i! lci 

acum1Jlaci6n de hioscina es menor {81 et al .. 19U~). 

En las partes a~reas de Q. iD9~1~· se reporta que ~xiste una 

mayor concentraciCn de escopola.mina que de hiosciamina y una 

relaci6n inversa en la raíz, como puede verse en la tabla 

(Witte et al., 1987). Como en Q. ll!~!~_!. también en Q. !.!'!2~!:~ el 

contenido de alcaloides totales se ve afectado por la etapa 

fenológica de la planta, alcanzando su nivel más alto durante la 

etapa reproductiva (Nandi y ChatterJee, 1975). En ld tabla 4 se 

presentan las variaciones en el contenido de alcaloides totales 

en diferentes órganoB de plant&s de Q. irJ0!:=iª. en función de 

diferentes etapas fenol6gicas. 

Se han estudiado tambiCn los efectos de las condiciones 

edAficas, de humedad y estrés salino sobre la aintesia de 

alcaloides del trepano en Q. 1~2~1~· pudiendose notar que las 

condiciones edáficas v de humedad afectan tanto al desar1·ollo de 

la planta y la cantidad de semillas producidas, como al contenido 

total de alcaloides CKapahi y Sorin, 1978). 

Cuando las plantas de Q. !Df?~.!-ª se someten a estrés salino, 

la concentración de alcaloides del trepano se ve incrementada. 

Por ejemplo, se ha obtenido una conc~ntración de 0.44 % en hojas 

de plantas sometidas durante 15 dias a tratamiento de estrés, 

contra 0.15 % en hojas de las plantas control. Sin embargo, este 

efecto no se manifiesta en las ralees, donde el contenido de 

alceloides fue de 0.71 1. en las plantas sometidas a estres, que 

es ligeramente menor que el observado en las plantas sin tratar 
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TABLA 2.- CONTENIDO DE ALCALOIDES DEL TROPANO EN 
DIFERENTES ORGANOS DE Datura metel 

(Bi et al., 1985) 

OHGANO HIOSCINA 
(%) 

APOATROPINA 
<Z> 

Raiz. 0.0931 0.1290 

Hoja 0.4900 o. 5300 

Fruto 0.4870 0.0181 

Semilla 1.000 0.0964 

TABLA 3.- CONTENIDO DE ALCALOIDES DEL TROPANO EN 
DIFERENTES ORGANOS DE Datura inoxia Hill 

(Witte et al .. 1987) 

ORGANO ESCOPOLAHHlA HIOSCIAHINA 
% DE PESO FRESCO % DE PESO FRESCO 

Raiz 0.0100 0.0172 

Hoja 0.0250 0.0054 

Tallo 0.0019 0.0025 

Flor 0.052 0.0042 

TABLA 4.- CONTENIDO DE ALCALOIDES TOTALES DE Datura inoxia 
EN DIFERENTES ORGANOS Y TRES ETAPAS FENOLOGICAS 

(Nandi y Chatterjee, 1975) 

ETAPA 
FENOLOGICA 

Prerreproductiva 

Reproductiva 

Postrreproductiva 

ALCALOIDES TOTALES 
(%) 

HOJA TALLO RAIZ 

0.35 0.22 0.29 

0.49 0.30 0.3& 

0.41 0.24 0.31 
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{0.77 ~) ~n un periodo da tiempo igual (Urachet y Coeeon, 1986). 

se ha evalulldo ademas la ri::s:puesta <.1~ Pltinrai:: de ~, !'}~~!.~ 

la aplicac16n de diferentes fertilizantes, tales como; sulfato de 

amonio, superfosfato de amonio, nitrato rte potAsio dibAsico y 

mezcla de sulfato de dmonio ::on superfosfato de amonio 1:1. La 

meJor respuesta se obtuvo al fertilizar con nitrato de potásio, 

tanto para la producción d1.? biomasa por planta ( 22. 7 g en peso 

seco considerando Unicamente hojas y flores) como para el 

contenido de alcaloid~s totales, que fué de 0.38 7. en este caso 

(Sinha y Varma, 1966). 

Como se puede apreciar de estas investigaciones, la síntesis 

de alcaloides del trepano en las diversas especies mencionadas, 

varia significativamente en función de diferentes factores, como 

son: las condiciones ambientales. edáficas, etapa fenológica de 

la planta, etc. ('Jamada y Endo, 1984}) _ Aün en la misma planta se 

presentan fluctuaciones en las concentraciones de alcaloides en 

los diversos órganos {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 (livans, 1979). 

Por todo esto. resulta de interés la búsqueda de vias 

alternativas para la obtenci6n de los alcaloides del tropano, que 

permitan tener en alguna forma un control m~s estricto sobre su 

producci6n. 

e) CULTIVO DK TEJIDOS VIGKTALKS IN LA PRODUCCION DI ALCALOIDES DEL 

TROPANO. 

La aplicación de las técnicas de CTV como via alterna para 

la producción controlada de compuestos secundarios vegetales de 
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intei~es, esttJi enfocado. a lo¿-;r2'r q•Jc las c:Clulas sean capaces de 

producir y acumular 0:.:intidad1.Ja sut·stanciales de metabolitos 

secundarios que normalmente ~e sintetizan en cantidad limitada en 

las células de la planta i11cacta; va sea que se involucre toda la 

v!a biosintética o s6lo etapas que comprenden l o 

como sucede en la biotransformación (Dix, 1986). 

enzimas, 

La acumulación del metabolito secunctariQ en cualquier etapa, 

es el resultado del balance dinámico entre procesos de síntesis, 

biotransformación y degradación. Esta es una situación muy 

compleja v es probablemente la rozón por la que los estudios que 

se han llevado a cabo. acerca de las condiciones de cultivo que 

influyen en la acumulacl6n y sintesic de loa metabolitoa 

secundarios, sean hasta el momento basicamentc empiricos en su 

mayor ta. 

La producciOn de alcaloides del tropano en cultivos de 

c.8lulas 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 m~s abundante ha sido la 

hiosciamina. aú.n cuando el cultivo provenga de un tejido rico en 

escopolamina. Por ejemplo, en cultivos indiferenciados de p~~~E~ 

~~~~~ se ha reportado 0.171 7. de alcaloides totales, de los 

cuales unicamente 0.0825 X 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 CTV. 

Sin embargo, esto ne se ha probado y en cambio se ha visto que 

adicionendo alcaloides del tropano a cultivos de celulas en 

suspens16n de ~:!:!::QE~ .~!!~9.2D:~. ha sido posible recuperarlos 
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hasta en un 50 a 70 '?.. después de 4 semanas { Uohm, 1978). En otros 

estudios con p~~91§~~ l~l'.QPQIQ}fl.g§. se ha r~portado la actividad de 

la atropina esterasa (enzima que d0grada la hiosciamina) en la 

raiz de la plantd intacta, en tanto que en Cllltivos de cólul~~ de 

esta mismo planta tal actividad no ha sido detectada, por lo que 

la baja concentraci¿.n de alcaloides del tr0pano en los cultivoE 

de células. al pnrec:--.:r n.:i se dAt-e a una degradación enzimática 

como sucede en la rai:;:. d·= ll· t~L.sit:s:;:S!!~Q§· 

Tampoco parece prnbable que se deba cambios de origen 

genético en las células, tales como mutaciones, 

endorreduclic~ci6n. fr~gmentaci~n nuclear, etc. (Bol1m. 1978), va 

que al regenerar plantas de cult.ivos de células en suspensión de 

Q~!~r~ 1~2~}~. el patrón original del tipo y concentraciones de 

alcaloides se recupera (Bhom, 1978; Hiraoka y Tabata. 1974). En 

ocasiones se ha superado incluso la concentrac16n de alcaloides en 

las plantas regeneradas con respecto a la original, como se ha 

reportado en º~P21§!~ 1§12bb9I~~~! r. Muell fYamada y Endo, 

1984), donde se pudo observar que el contenido de atropina v 

escopolamina en t10Jas de la planta madre es de 1. 38 }; y o .15 1,, 

respectivamente, en tanto que en las hojas de las plantas 

regeneradas es de 1.16?. de atropina y 0,74 % de escopolamina, 

esto representa 4.9 veces mas escopolamina de lo obtenido en la 

planta original. 

Lo anterior demuestra que todo el potencial genético y 

fisiol6gico necesario para la sintesis de estos alcaloides esta 

presente en la célula aislada, pero que hay que encontrar las 

condiciones adecuadas para superar los procesos de control 

metabOlico de la planta. Sin embargo, hasta el momento no es 
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posible estimar corno ~~ que los tipos de ploidias qu~ se sabe se 

presentan en los cultivos de celulas, pueden influir e.n le 

t:!:<presiún de lf' inf(1rm'1ciOn genetica. existente, ya que 

aunque las plantas rce1:·neradi3s mantienen ciert.a inestabilidad 

genetica, 8sta depend~ de factores tales como el tipo de explante 

f.;mplF~edo perei generor el cult:i'JO, edad d~l cultivo tn vitro etc. 

lReish. 1983). Con r0specto a plantas productoras de alcaloides 

del t.ropano, SE: ha visto que en Pª.!l-1.!''ª .!!12~i-P (Hi.raoka y Tabata, 

197"•) .;,l porcentaje de Ploidie.s va d!s1ninuycn<lo al regenerarse 

las plenteis, ~lendo muy alto en los cultivos de células (70 % 

aprox.) y mucho menor en las plantas. regr~nerada.s ( 20 % aprox.). 

Básicamente las formas de incrcment~r la productividad de 

los cultivos de células vegetales pueden resumirs~ en: 

1) La manipulación de varios f.:i.c:tores dentro del establecimiento 

y condiciones de cultivo, de tal manera que todas o la mayoria 

de las celulas de la poblaciOn sean capaces de expresar la 

via biosintetica involucrada. Estos factores son, por un lado 

el tejido del que se origina el cultivo y por otro las 

condii:iones en que se cultivan las celulas. 

Estas condiciones pueden ser: 

a) Ouimicas, tales como las sales de los macro y 

micronutrientcs, hormonas, fuente de carbono, precursores, 

etc .. ademas de otros componentes que pueden inducir estrés. 

como la adiciOn de compuestos inductores (elicitores), de 

eubatancias que aumenten la presión osmótica, etc. 

b) Fisicas, como la intensidad y calidad de la luz, 

fotoperiódo, temperatura, etc. 

2) ~l estudio de las rutas de síntesis, de las enzimas 

21 



involucr8das, etc. 

11 La. seleccit'n de lint.>o.s hipc.rprudu(;toras estables. S1 bien este 

aspecto ha present~do ~ie1ta aificultad. va que generalmBnte 

las lineas seleccionadas no mantienen su &!ta productividad 

por tiempoG largos. 

4) Por t'Jltimo ~n una ~t~pa posterior estan los asw~ctos 

referentes a la b1oingenierfa. como el desarrollo de un tanque 

de cultivo adecuado para la produce ión a gran escala ( Dix, 

1986; Becker, 1987: Fujita v Yamada, 1987). 

Los aspectos conciderar dentro del primer punto son 

complejos, y por lo tanto es conveniente revisarlos. 

1) ORIGEN DEL EXPLANTE. 

La selección del material apropiado para iniciar el cultivo 

hE\ sido objeto de controversia. ya qw3 como se ha mencirmado !".e 

ccincidera que las células de cultivos ~n ~~~rQ son totipotentes. 

y por ende cualquier célula debe poder repi·oducir las 

caracteristicas de la planta madre bajo las condicione~ 

adecuadas. De acuerdo a esto se ha plant~ado la conveniencia de 

iniciar los cultivos !~ yi~~~ a partir de plantas con altos 

rendimientos, no obstante los resultados reportados en diversos 

trabajos son muy contradictorios, aún en investigaciones con la 

misma espécie. Asi. por ejemplo al estudiar la respuesta de 

Q~~b~tEDtb~ª r2~~~~. ZenK et al., 1977 (citado en Fowler, 1983} 

observaron que plantas hiperproductoras originaban cultivos 

altamente productores v viceversa; en tanto que Roller. 1978 

(citado en Fowler. 1963) no encontrO ninguna relación entre el 

contenido de serpentina en callos v el de las plantas de las que 
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fueron originados. No '"'1Jstant>~, al parecer no existen reportes 

que indiquen la obte1)c:ió11 de cultivos altamante productores que 

s:e originen de pl.:int11s con baJos rendimientos (Fciwler. 1986). 

lgualmenr-e ..:onflictiva e~:; la selección d~l tej1do que se 

toma como e"plant e, p8.ro ,:ü parecer hay evidP.ncias de que aun 

cuando los ~ultivos rara vez exhib~n c~racterlsticara id~nticas a 

las de los tejidos que los originaron. si preo~ntan propiedades 

especificas q\Je se mantienen por largo tiempo <Meins, F., 1986). 

As:! por ejemplo el patron de .tsoenzirnas en los extractcis de 

cultivos en suspensión, iniciados de raiz, hipocótilo v cotiledón 

de la misma planta, son diferentes y esta diferencia se mantiene 

por mucho tiempo. Por otro lado, se ha observado que en cultivos 

derivados de distintos tejidos de plantulaa de lino <k!n~~ 

~?.4-~~~!§~!~~~), se retienen las mismas caracteristicas en cuanto 

a la concentración de la enzima peroxidasa, que aquellas que 

presentaron los tejidos de los cuales se originaron. Sin embargo 

existen otros reportes en los que no se ha observado relación 

alguna entre las concentraciones de metabolitos secundarios en 

los cultivos y la concentración de los mismos en los tejidos que 

sirvieron como fuente del explante estaba, 1982). De hecho, bajo 

el principio de la totipotencialidad, cualquier celula de 

cualquier parte de la plantñ d~be ten~r lo capacidüd de e>: presar 

las características de la planta madre. 

En los estudios efectuados con plantas productoras de 

alcaloides del trepano, se han usado diversos explantes como 

hoja, tallo, rizoma, puntas apicales y brotes florales sin que en 

general se havan reportado diferencias notables en el contenido 

de alcaloides de los cultivos derivados de ellos (Tabata e 
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Hiraoka. 19761. No obstante, en los c.ultivos desarrollados 

partir de los 6rgano~ que sintetizan el metabolito de interes, 

podria esperarse que LJ5 contt·oles d•: reprr=si6n no se encuent:ren 

DCtivos y por lo tanto, la posibilidad dü qt10 se exprese la via 

biosint~tica que Implica la formacibn del conipuesto buscado, s&a 

mavor. como se ha mene ionado. a Un en algunos i:.asos en los que en 

la planta madre lw•producci6n de tales metabolitos se realiza 

s6lo en deterRinadas etapas feno16gic9G, o bien su expresión esta 

aparentemente relacionede con otras actividad~s morfol6gicas y 

bioquimicas del organismo, tia sido posible observar en ocaciones 

la produccíón del met.abolit.0 secundario i;!n células no 

especializadas 

condiciones. 

en cultivos bajo detenni nadas 

considerando todos estos aspectos, resulta aconsejable tomar 

el explante de la Planta y 6rgano que produzcan la mavor cantidad 

del metabolito deseado (Staba, 1982). 

ii) CONDICIONES DE CULTIVO. 

Las condiciones de cultivo, tanto fisicas como quimicas, 

pueden ser manipuladas con el fin de permitir la expresión del 

metabolismo secundario, ya sea induciendo y/o activando algunas 

enzimas o por el contrario ejerciendo ~l efecto inverso en el 

caso de Posibles enzimas que repriman la via secundaria. 

De los factores involucrados, probablerr.ente uno de los que 

más influyen es la composición del medio de cultivo. 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 tanto el cultivo, 
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indiferenciado en cst<-J casi~" como las caracter!sticas de 

genética desoad;,s, es necesario agregar otros 

compuestos talt~S como vitaminas y regul<idores del crecimiento 

tauxinas, citoc1ntnas, ~te.). 

Las auxinas tiene efectos substanciales en la 

desdiferenciaci¿n celular y tanto estas como los citocininas, 

tienen efectos en la síntesis y rendimientos de los metabolitos 

secundarios. Es impoortante hacer notar que para cada esp4:cie que 

se ensaya deben establecerse los requerimientos adecuados de loe 

reguladores del crecimif~nto. 

En relación con lo anterior, se ha visto que al comparar los 

contenidos de alcaloid~s tot3les en cultivos de células de 

1::!1.2f!.~~ª-~Y.~ II'.~~!:_9._t¿~, inanten!dos en medios suple:nentados con ANA, 

AIA o 2,4-D la máxima concentración (0.067 7.) se registró 
-5 

cuando 

se us6 AIA a una concentrac!On de 2 X 10 M (Koul et al. 1983). 
-5 

en tanto que para ANA v 2,4-D la mayor concentraci6n fue de 10 M, 

detectandose 0.029 V O. 038 '7. de alcaloides totales 

respectivamente. 

Al comparar los contenidos de alcaloides del tropa no 

alcanzados en cultivos de ºª!~r~ ~~!~!. empleando las mismas 

auxinas a concentraciones de 1, 3 Y 5 ppm, se encontró que el 

maximo valor (0.U17 ~) se presento cuando se empleo ANA a 1 ppm y 

fue disminuyendo al aumentar la concentración de la auxina. Por 

otro lado cuando se empleó AIA o 2,4-0, si bien se encontrO un 

mayor contenido de alcaloides en concentr~ciones de 1 ppm (0.0Q % 

y 0.01,5 % respectivamente), la cantidad de alcaloides fue menor a 

concentraciones de 3 ppm que cuando se usaron a 5 ppm donde se 

recuper6 más del 50 % de alcaloides totales con respecto a lo 
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obtenido cuando se emple6 la auxina a lppm. tiún cuando sP.: detecto 

escopolamina en las 3 concentraciones empleadas de ANA, el m~ximo 

contenido se observb ctrando F0 emple6 AIA a 1 ppm, en ninguna de 

otras conc~ntrationes de AlA ni d~ las 3 d~ 2,4-D so d1!tect6 la 

presenci~ de escopolamina {Khanna v ~h~nna, 1976). 

En callos de ª~9pgj~ª ªf~!~DSY1~§ (Kuang-Chi V Ch8n~. 1981) 

se ha observado que b~jas concentraciones de 2,4-U estimulan la 

sintesis de alcaloides pero retardan el crecimiento, en tanto que 

altas concentraciones promueven el crecimiento pero inhiben la 

sintesis. El mAximo contenido de escopolamina se obtuvo al 

utilizar una conci::ntración de 0.2 mg/l de 2,4-D. F'or otro lado el 

ANA estimuló notablemente el creci~iento celular cuando so.! 

administró 

emplear5;e 

una concentración de 1. 5 mg/ l, sin embargo, al 

una concentración de 2.0 mg/l se obtuvo la mayor 

cantidad de alcaloides, sobre todo de escopolamina 

En este mismo esr.udio, pudo der:e 1.::tarse qu12 en general la 

cinetina inhibe ligeramente tanto ~1 crecimiento del ctilttvo ~orno 

la síntesis de alcaloides, no obstante, si los callos se cultivan 

en un medio sin cinetina y 2 semanas después se transtieren a un 

medio con 1.0 mg/l de cinetina, la concentraci6n de alcaloides se 

ve aumentada conciderablemente, en especial la escopolamina la 

cual alcanza hasta 0.485%. 

En.cuanto al efecto de las citocinínas, en tlY2~fY-~~~§ D}g~r 

(Hashimoto v Yamada, 1987) se ha mencionado que la BA no ejerce 

un efecto significativo sobre la concentración de alcaloides del 

trepano, mientras que en Qª!~r~ !~!~1ª la cinetina no af~cta al 

crecimiento celuler pero baja los rendimientos de alcaloides 

totales, lo que no sucede en §f.QPQ]:,!-ª J!l§.!1$.!!!1-ª donde la cinetina 
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promueve la sintesis Ge alcalc,td·~.~ {Mantell y Srn1th, 1903). 

En contra~te cc•n estos obsBrv.a.ctones se cita que •.rn ~!E2i?.9 

~~~~~1~ryl}'-'! al ;:0mpo2·.-ff:::>'1 los contcnidc•s de alt.:aloid"?s totales en 

callos mdnti::-midos f1n l'll€.!dios ~;uplemP.ntados •:on c.in,!tina en 

t,<:1tnb1nhc.10ri con :l,'-'-Li, ANA 6 A11\ y me-dios r:on BA sola o 

conten!~ndo ANA, no se encontraron diferencias notables, a6n 

,i:u03.r,d? pres~ntaron respucst.:Js morfogenéticas dif>.=:renr-es (Benjamir1 

.1.::t: al .. 1987). 

gn otros estudios con cultivos de c41IJle.s en suspensión de 

~~i~Q4~~ ~~~~2~g~~~~ (§~2CQli~ Q~~tªQ~~l~~} se ha obsarvado que 

cu&ndo se suplementa con c1net1na fO.l mg/1) y fenilalanina 

fS~MJ, los cultivos de 12 dias incrementen t~nto ~l crecimiento 

<:.elular comG el n:mdirniento de alcaloides, en particular la 

hiosciamina que se eleva de 0.0203% a 0.0217~ y la hioscina que 

se increm~nta de 0.0178% a 0,0~127. tZhenn. 1986). 

La adición de precu1~sores de les alcaloides del trepano al 

medio de cultivo, prasenta a m~nudo respu~staa contradictorias en 

cuvnT.o a los rendimientos. Par& poder explicar esto, deben 

tenerse en cu~nta todas las interdcciones posibles que conducen a 

~stas respuestas, por ejemplo, se sabe que en el cnso de los 

aminoacidos estos pueden actuar no sólo como precursores. sino 

también como inductores del met.!lbolismo secundario. Adem~s. como 

el aminohcióo se adiciona al medio externo, el problema puede ser 

el que alcance o no el sitio de sintcSi$ del metabolito dentro de 

la célula (Bohm, 1978), 

Existen reportes que indican que la adiciQn de ornitina o 

tenilalanina, solas o en combinac16n a cultivos de ~~r~e~ 

~~~!~9.~!!!2~ incrementa el contenido de alcaloides. en es)?ecial 
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promueve le s!ntesis <le Rlcnlo1des (Mantell v Smith, 1983}. 

En contraste con estas obG•.:rvacion1:=s se e ita que en ~.!;!".2P2 

~~!!~~2~Q~ al ~ompar·ar~a los contenidos de alcaloid~s totales en 

c::a l lvs mrtntenid')B fon m~'d íos ~ui:-·lernentadon cinetina en 

comtinac16n con ~.4-0, ANA 6 AlA y medjos con BA sola o 

conr.~ni~ndo ANA, no se encontraron diferencias notables. a Un 

i:i.1ar.i:i') presentaron resput~staB mo1·fogenóticr,s dj ferentes (Benjamín 

et al. 1987}. 

En otros estudios con cultivos de c.~lul.:l.S en suspensión de 

~DÍ~~~~~ ~~~~e~UH~H~ (§~QeQll~ ª~~!§~g~!~~) se ha obGervado que 

cuóndo se suplementa con cinetina (O. l mg/l) y fenilalanina 

tSmMJ, los cultivos de 12 dias incrementan tanto el crecimiento 

o.:lular como el rendimiento de alcaloides, en particular la 

hiosciamina que se eleva de 0.0203~~ a 0.02177. y la hioscina que 

se !ni:rem~nta de 0.0178-Z a o.ot.12~~ !Zheng, 1986). 

La adición de precursores de los alcaloides del tropano al 

medio de cultivo, presenta a menudo respuestas contradictorias en 

cuanto a los rendimientos. Para poder explicar est:o, deben 

tenerse en cuenta todas las interacciones posibles que conducen a 

estas respuestas, por ejemplo. 6e sabe que en el caso de los 

aminoacidos estos pueden actuar no sOlo como precursores. sino 

también como inductores del metabolismo secundario. Adf!mas, como 

el aminoácido se adiciona. Pl m~dio t:!Xterno, el problema puede ser 

el que alcance o no el sitio de síntesis del metabolito dentro de 

la c'lula (Bohm, 1978). 

Existen reportes que indican que la adición de ornitina o 

fenilalanina, solas o en combtnac16n ~ultivos de ~!~~E~ 

e~!!~gQ~nª incrementa el contenido de alcaloides, en especial 
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al agregarse Juntas v adicionandose al 3Savo. dla de iniciado el 

cultivo, cuando ae encuentra en la fase estacionari~. En esta~ 

condiciones la coneentrac1¿n d~ dlcaloides totales t1a podido 

inci·ementarse hasta U.06% fHenjamitl et al., 1987) 

En h~Qª~~~~Y§ ~~~!~~~ la adición rle la ornitina junto con el 

ester del acetoncetato y ácido cítrico como agente r~ductor, 

incrementa la concent1·ación de alcaloides del trepano !1asta 2.5 

veces con respecto al C<)ntrol (Koul r;t al.. 1983). Por otro lado 

el agregar N-me~ilputrecina 6 fenilalanina a cultivos de 'i~ º!g~~ 

al principio de la incubación, los rendimientos de alcaloides se 

elevan; en tanto que al agre~ar un precursor más cArcano como la 

tropina, el efe~to inductor es más marcado si se adiciona a los 

12 dias de iniciado el cultivo. 

El precursor que más incrementa el contenido de los 

alcaloides del tropano en ti· _i::i_!.g~r es el ácido trópico, tanto si 

se adiciona al principio como a los 12 dias del inicio del 

cultivo. No obstante, al añadir el acido tr6pico en una 

concentrac16n de 1 mM el crecimiento se >Je inhibido, esto puede 

e11itarse agregando ácido carboxilico cuando el r;ul~ivo se 

encuentra la mitad del periodo de crecimiento (liashimoto y 

Yamada. 1967) . 

En estudios efectuados con §f2P91!~ p~ry~f19r~. se ha 

reportado que al adicionar individualmente fenilpiruvato, L

fenilalanina, L-ornitina o L-prolina al medio de cultivo, no se 

observa ningUn efecto sobre la concentración de alcaloides, pero 

el crecimiento se reduce en un 60~ (Tabata et al., 1972). 

En contraste, investigaciones con Q~~Q!~!~ !~!2bQ~rQ!i! no 

han detectado ninguna influencia del acido trOpico, a 

28 



concentraciones entre t .0 mM v 1J.l rnH, sobre la slntezis de los 

alcaloides del tropano •¡ 8n .-:ambio a conc13ntraciones de 1.0 mM se 

registra ur1a inhibici¿:or1 del crecirniento (Ya.mada: y Endo, 1984). 

r:otudios en col l.cos provenientes de hojas o semillas de 

han demostr.:i.do que la 

admin1strac16n de fenilalonina al medio provoca que se 

increm'3nten los niveles de alci:lloides. Sin embargo, en otros 

estudios con callos genera.dos d<:: raiz de !2~ :=:.!.r.e.~9~!.'.:!t.!!· Be ha 

observado que sOlo la adicl6n de ornitina y Acido trópico juntos 

incrementa el nivel de alcaloides {Aitchinson et al., 1977}. 

como se mencionó, se ha reportado que la adición del ácido 

trópico a cultivos de ~~QE21!ª e~r~!~~Qr~. provoca un incremento 

en la concentraci6n de alcaloides del tropa no, lo que no sucede 

nl suplementar el medio con fenilalanina, acido fenilpiruvico u 

ornitina. Esta misma respuesta se ha observ¿1do en cultivoa de 

º~!~r~ !~9~!~ y sugieren una posible represión de la síntesis del 

Acido trópico a partir de la fenilalanina (Aitchinson et al., 

1977). No obstante en otros trabajos se ha encontrado positiva la 

administraci6n de ornitina, fenilalanina, tirosina y N-

fenilpiruvato para la síntesis de alcaloides del trop~no en 

cultivos de células de ~~~~r~ ~e. pero debido a que al mismo 

tiempo se observa una inhibicibn 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 adicibn de Acidos orgánicos de este ciclo al 

medio de cultivo, podrian promover no sblo el crecimiento 
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celular, sino tembi~n la sir1tesis de estos alcaloides (Kuang-Chi 

V t;heng, 19Hll. Basados en e:sta posibilidad, se han realizado 

expf~rimentos suplementan~io el modio <:on 3 lgunos .)cidc1s oq;bnicos 

v se ha observado q11e en ~~~P2!~~ ~~~~~~~~!~~ la admir1istraci6n 

de los écidoE succinico, clti·jco, málico v acetoglutárlco, 

favorer:en el crecimiento d~ loe ~ulti''ºE pAro reducen ~l 

contenido de los alcaloides. en especial el de la cscopolamina. 

Por otro lado cuando se agrega ácido fumárico se incr<:!rnenta la 

conG.entración d~ ~stos alcaloidf':S, principalmente el de la 

hiosciamina, ne) obstante el crecimi>=!nto se v1;:, inhibido en un 273 

con respecto al control. La admin1strdci6n de succinato de sodio 

al rnedio de cultivo increment~ tanto el crecimiento como la 

concentración de alcaloides en cultivos en suspensión de 

~yg~fY~~Y§ ~Y~!~~§ (Koul et al., 198~). 

En lo referente a la fuente de carbono. se ha mencionado que 

en general una elev6ci6n del contenido de sacarosa, da como 

resultado un incremento en los rendimientos de rnetabolitos 

secundarios en cultivos !D Y!!rQ. Probablem~nte este efecto sea 

debido a un aumento en la presi6n osm6tica, causando un efecto de 

estrés que podria explicar el incremento en 18 producciOn de 

varios metabolitos secundarios CCollinge, 1986). En apoyo a esta 

propuesta se ha observa.do que en cultivos de células de tabaco 

<~i~2!~~~~ sp.) adicionados con 5% de sacarosa, esta no se agota 

como sucede cuando se inicia el cultivo con niveles más bajos de 

sacarosa (Mantell y Smith, 1983). 

Sin embargo, en la producción de alcaloides del t1·opano, se 

ha visto que al probar concentraciones de t, 3 y 5~ de sacarosa 

en cultivos de células en suspens!On de ~Y2~~l~~~~ @~~i~~~. los 
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reeul tados indican qii.; ,:;. s~: •:.~ ·.::-btiene el máxim() cr~cimiento a 

los 21 dias de inir1,~do el cultivo, pero el porcentaje de 

alcaloides totales es d~ sólo íl.UtB% a la segunda semana y es a~n 

menor después di:'! <:~$e t .H:mpo finalmente, la conc~ntración de 

alcaloides más alta ee observa en los cultivos mantenido9 con 1% 

rje sacar·osa en la cuarta semana, correspondi~ndoles el valor más 

bajo en cuanto a crecimiento (Koul et al., 19~~). 

Otro aspecto que se ha evaluado es el efecto de la adiciOn 

de componentes complejos al medio, sobre el crecimiento y la 

síntesis de alcaloides. y ge ha observado que '30 cultivos de 

callos de 222E21!ª p~r~1!±2t9 la administración de g/l de 

caaaminoacidos, de peptona o extracto de levadura, elevan el 

contenido de los alcaloides totales a 0.012~. 0.016~ y 0.017& 

respectivamente en comparación con o. 0037.. del cultivo control 

!Taba ta et al., 1972). 

En otras observaciones se menciona también que al añadir 

lactoelbumina hidrolizada, peptona o extracto de levadura a 

cultivos de §99P91!~ ª~~E~~8~±~~. se aumenta la concentración de 

alcaloides, pero para el caso de loe dos óltiroos compuestos, el 

crecimiento se ve severamente reprimido, lo que no ocurre con la 

adición de la lactoalbümina hidrolizada, donde en particular la 

concentración de ~scopolamina alcanza un valor de 0.149~ mientras 

que en el control fué de 0.033'7. <Kuang-Clli y Cheng, 1981). 

Las vitaminas son componentes de los medios de cultivo, que 

han sido poco evaluadas en cuanto a su efecto sobre la formación 

de 8lcaloides del trepano. Sin embargo, se ha experimentado con 

cultivos en suspensión de ~~~~~~~~~~ ~~E!S~~ manteniendolos en un 

medio que contiene, las sales del medio MS, sacarosa al 3% y ANA 
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-5 
en una concentración de 10 M, pero variando la fuente de 

vitaminas. /\si se ha observado que c1.rnndo el medio careo-~ de 

vitaooinas, el crecimiento es lento v no se dete~ta la presencia 

de alcaloidc~s, mientras que ~uandn ~e emplea el medio 

suplementado con las vitaminas normales del medio MS, se obtiene 

una respuesta positiva tanto para el crecimiento c0mo para la 

acumulación de nli:aloides del tropa no; hnbiendose reportado h;;i.sta 

0.032X en la 4a. semana de iniciado el cultivo. Por otra parte, 

en presencia de las vitaminas del medio RT lque eo un medio 

modificado para el cultivo de células de tabaco, v que contiene 

un mayor n~mero y concentración de vitaminas que el MS) , la 

concentración de alcaloides alcanza sólo un valor de 0.0167. 

durante la segunda semana de cultivo y declina répidamentt;.: 

despues de ese tiempo: bajo esta condicibn el crecimiento es 

ligeramente menor con respecto al medio con Vitamina~ del MS 

(Koul et al., 1983), 

Otros componentes dol medio que pueden influir en la 

producción de alcaloides son los macro y micronutrientes. Hay 

varios ejemplos que muestran que una raducci6n en la 

concentraci6n de estas sales, particularmente de nitratos, amonio 

y fosfatos puede resultar en un incremento del contenido de los 

metabolitos secundarios (Morris et al. ,1985: Becker, 1987; Fujita 

y Tabata, 1967). En este eentido, se ha vis~o que niv~las 

bajos de fosfatos (0.02 mH), dejando el usual de nitrógeno total 

(60 mM), favorecen la concentracibn de alcaloides del trepano en 

cultivos en suspensi6n de tl~~~~~~~~~ ~!~~r. aunque inhiben el 

crecimiento (Hashimoto y ~amada, 1987). 
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Anteriormente se hizo mención, de que las condiciones 

ambientales d~ cultivo también pueden afectar el rendimiento de 

los metabolitos secundarios (Fowler, 1983; Mantel! Smith, 

1983; f'lorris et al., 1985). De acuerdo a ello, se ha tratado de 

establ~cer el efecto de la luz sobre la slntesis de los 

al~aloides del trepano, siendo los resultados contradictorios, ya 

que mientras en cultivos de §f2E2lf~ 1~P9~!~~ aparentemente 

inhibe su formación (Mantel! y Smith, 1983), en cultivos de 

celulas de Q~!~~~ sp. se detecta un mayor contenido de alcaloides 

en cultivos mantenidos bajo una luz intensa que los que se 

mantuvieron a baja intensidad luminosa (Bohm, 1978). 

otro aspecto que se ha estudiado con resultados 

interesantes, ha sido la aeraci6n en los cultivos en suspensi6n, 

ya que se ha visto que un aumento en el nivel de ésta. resulta en 

un incremento tanto en el contenido de alcaloides del tropano 

como en el crecimiento en cultivos de Q~~~r~ ~D2~!~ (Misawa Y 

Sanejiina, 1978) y de t.!~2~':.~~!!!~! !:!!~~!: (Hashimiti y '!amada, 

1987) ' 

En otras investigaciones, se ha reportado que el pH del 

medio afecta tambien el contenido de alcaloides totales en 

cultivos en suspensión de ~~~~=~~~~~ ~~~!~~ de manera que la 

mavor concentraci6n C0.15~) sa detecta a pH de 3.5, pero se 

observa que el crecimiento celular es mayor a pH's entre 4.5 y 

s.o <Koul et al., 1983). 

Los datos hasta aqui descritos en cuanto al efecto de las 

condiciones qui micas del cultivo sobre la producción de 

alcaloides del trepano, se resumen en la tabla No. S. Como puede 

observarse no todos los factores que pueden ser determinantes en 
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Atropa 
bella·fanna 

scorolia 
acuta~1us 

lABl.A 5.- F,3..CTúRE.5 DEL CULTlYO ir, qtro VIJE AfECTAll F.L C011!U!IOO DE ALCALO!CoKS DEL TROPAilO EH 
VAP!OS rnrnos p¡ u flfüLIA SOLl.HACEA! 

Pf'\\.Ursores Cú1pti!':StOSC<'1Plejos otn:i-5 

Cioetina • l.HAj 
;~riet~na • AlA sin ef~to 
-lW:!hM t :Z,4-D en #..T. 
BA 
llA•IJ<A 

Ornitin~ 

fer.ilahnina e A.i. 
{Benjnin et al., llIB7l 

(Senia11in et al., 19971 

2,4-D 0.2 1g/l 1 escop 
#.HA 2.0 1g/l 1 A.T. y escop 
Cirietina 1 A.T. 

!Kuang-Chi y Cto1?ng, ltt!!ll 

lactoalOOJlna J 
peptona t A.l. 
r:xtr. de levadura 

l!uang-Chi y Cheng, 19011 

t.c. SUccinico } 
t.c. citrico 1 A.T. 
Ac. elico 
acetcglutarico 
IKuang-Oil y Chcng, 19011 

Cirietina y fenil 
ahnina Juntas ' #..l. y estop 

11.teng, l90ól 

D!Xila Clnetina l A.T. 

parviflora 

Jap:inica 

Hyoscyalt,1$ 
auticus 

niger 

<llantell y Saith, 19631 

fenilpiruvatl casalinoacidos J 
íenllalanina sin efecto p:plona 1 A.T. 
ornhiM en A.T. extr. de levadura 
prolina !!abata et al., 19721 

l!a1'ot• e •l., 19721 

-5 
AIA 2 x 10 H ' A.T. 

l!ool et al., 19631 
Ornilina + ace--} 
toacetato +lle. 1 A.T. 
cítrico juntos 

l!oul et al., 19031 

Cirretina no afectll A.T. lletilputredna} 
!HaBhiaoto y Jalada, 19831 fenilalaniM e A. t. 

tropina 
Ac. tropico 
IJ!ashl10to y Yauda, 19631 
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presencia 
de luz J A.T. 
ll!antell Y Salth, 19831 

Succinato de !la} 
sacarosa 11 e A. T. 
Ph3.S 
vlta1lll.u HS 

Sacarosa si °"> 1 ti T 
vitu1naa il j . ' 

Bln vita.linas M A.T. 
IKool et •l., 19031 

bajos niveles 
de fosfatos e ti. T. 
IHaRhiooto y YY>da, 19031 

aeracion e A.T. 
IJ!ashllloto y Ya>>dl, 19871 



genero y e!petie 

Da tura 
sp. 

inoxia 

UBLA 5.M Continuaci@. 

horaona; l'•ecursores 

Ac. tropico i .~. T 

feniblanlnaJ 
Ornitina oo afecta ~.T. 

fenilpiruvato 
{Aitchlnsonetal.,19171 

fenihhniM} 
Ornitina < A.T. 
tirosina 
f.:.milpinmto 

tBot•, 1970) 

co1puestos co1plejos otros 

alto nivel de 
lutinosidad e A. T. 

IBohl, t91BI 

Aeracion 1 A. t. 
ttii!m1a y SaneHiM, 19781 

1etel ANA lpp1 1 A.T. 

str11a-0ntu1 

tatula 

l>Jbols!a 
leichhordtli 

A.U lp¡:i11 ( esc.op 
!Khanna y r.Mnna, 19761 

Cinetina 1 A.T. 
lliantell y Saith, 1993) 

fenilalanim~ } 
Yeni~ahnina • ac. e A. T. 
trop1co 1untos 
{Aitchinson et al., 19n) 

Fenilalanina ( A. t. 
tAitchinson et al., 19771 

Ac. troPiCO 00 llfecta A. T. 
IYmdayEndo, 19B4J 

( A.l. : tncreJenta alc.alvióe.s tolale5 
1 A.T. = decre9eílta alcaloides totales 
e esccp ~ increaenta. esc.apohtir.a 
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no 1 T. ' no produce alcaloides t•Ules 
no afecta A. t. = oo afecta prcduc.clon de alcaloides 

totales 



la producc16n de estos alcaloides hen sido estudiados en todas 

las especies, por tnnto s~ria aiticil indicar at1nidades e11 el 

comportamiento de estos d·~ ncuerdo a su p.;tri::nt•?:sco filogenetico. 

De hecho. e.orno v~ se ha mencionado algunos d.Jtos result11n 

aparentemente contradictorios. Todo esto hace evidente la 

necesidad del e5tudio más dr.nallado sobre los efectos de· estos 

f~ctores en cada sistema. 

En general se puede notar que lao: condiciones que promueven 

el metabolismo secundario no son las mismas que se requieren para 

un Optimo crecimiento. Este es un fenómeno qu8 puede debr~l'fff! a 

que mientras el metabolismo primario es un proc~so que mantiene a 

la célula creciendo y reprc.duciendose, al parecer el metabolismo 

secundarlo no esta implicado en estos proccsoa y por lo tanto su 

manifestación no esta asociada a la división y aumento de volumen 

de la célula (Mantel! y Smith, 1983), aino rn~s bien a procesos de 

d1ferenciac16n y especializac16n: de hecho, en muchos casos se 

observa una correlación negativa entre la producci6n de un 

coMpuesto secundario v el crecimiento. Parece ademas lógico 

suponer. que si bien en la planta completa la reguloci6n de 

estas vias (primaria y secundaria), es tan estrictamente 

desarrollo y 

cultivo puedan 

u otra via. Asi, 

controladas dentro de loa programas de 

diferenciaci6n, en CTV las condiciones de 

modificarlas y favorecer la expresión de una 

cuando prevalecen las condiciones de cultivo que favorecen un 

rápido crecimiento entonces operarán las rutas del metabolismo 

primario, pero si por el contrario el crecimiento se bloquea por 

alguna raz6n, entonces probablemente se favoreceria el que 

entraran en Juego las rutas del metab'olismo secundario. 
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Por estas razones, so ha sugerido el cultivo en 2 otapas 

para la producct • .)n <.l•'! ~ompuestos eecundarios, en ei:;te caso ol 

cultivo se desarrolla l11icialmente en 1Jn medio adecuado para el 

crecimiento v rrolifer<ciclC..n C<"..!lUl.':'lr (a.:-umulaci6n de biomasaJ y 

posteriormente en un me:\i o J. imi tante pc:u-:i el crecimiento pero que 

St::f1 Qptimo para lo producciOn riel compuesto deseado (Fo~ler, 

1986; uecl<er, 198'"/). Este procedimiento hu sido sugerido para la 

producciOn de alcaloides del tropa no, porticularrncnte para el 

cultivo de 6rganos, en este caso de raíz {Hashimoto et al., 

1986). 

111) LINEAS SOBREPRODUCTORAS Y SU MANTRNIMIXNTO. 

Al principio del inciso e), se hizo mención de que otra 

forma de mejorar los rendimientos de loa cultivos, es la 

aelecci6n de lineas sobreproductoras (Dix, 1986; Fowler, l986b). 

Esto puede hacerse tomando como base la variación que ocurre 

dentro de una poblac16n de células cuando se genera callo, a este 

fen6meno se le conoce como variación somaclonal y hace posible la 

selecci6n de agregados celulares que provienen de una b de un 

grupo reducido de células que hiperproducen el compuesto. Tomando 

en cuenta este tipo de fenómeno se ha seleccionado una linea 

hiperproductora denominada HlS proveniente de cultivos de 

~y~~~~~~~~ ~~~~[ la cual se reporta como altamente productora de 

hiosciamina CYamada y Hashimoto, 1982). Sin embargo estas lineas 

pueden presentar problemas en cuanto a su estabilidad para 

seguir hiperproduciendo el compuesto. 

Otra alternativa para generar lineas sobreproductoras. es 

mediante el empleo de radiaciones o mutAgenos químicos y la 
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posterior selecc16n de agregadC·S celulares. que por medio de la 

aplicación de estos metodos tengan como r:.onsecuencia 11na 

alteraci6n gen~tica. que los condu~ca a una mayor prod11cción de 

tales compuestos. Esta metodologl~1 se ha aplicado a. cultivos de 

~D.!~22l!!? ~S~~~Dg!tJ:Y~ (§~9P9}.!.Q ~S:!:l.1°=ª!JSY!~§) qw~ fueron irt·adiados 

con 400 R de rayva 1.1. observandm3e que tanto el crecimiento como 

el contenido de escopolamina de las lineas de callos 

seleccionadas fueron altos y est&blcs (Zheng et al., 1982). 

Sin embargo, para la aplicación de estas técnicas es 

recomend<!ible el contar con un sistema de detecciOn y 

cuantif icac!On que sea confiable, especifico v altamente 

sensible, capaz de detectar cantidades muy pequeíías del 

tnetabolito. Con este fin se han establecido algunas t~cnicas 

finas para le detecci6n y cuantificaci6n de los alcaloides del 

tropano, tales como el radioinmunoensayo Cóksman-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) o la 

cromatografía capilar gas-liquido acoplada a espectrofotometria 

de masas (Witte et al., 1987). 

Aón cuando estas metodologías son muy prometedoras, existe 

el problema. del que ya se hizo mención, de que es varios casos 

las lineas seleccionadas no mantienen su estabilidad y pueden 

revertirse nuevamente a su estado original, perdiendo la 

capacidad de producir cantidades elevadas del metabolito de 

interés. Una posible solución esta situación. seria la 

criopreservaciOn 

lineas obtenidas. 

o el mantenimiento a bajas temperaturas de 

con el objeto de disminuir el nUmero 
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subcultivos necesé1rio~: p.;,ra el manten:imineto del cultivo, que es 

lo que en general pn:i·1r··co la reversibilidad de las mismas. A este 

respecto se ha ·1isto. que mientras especies tolerantes a bajas 

temperaturas pued1..:n 
·, 

!~er buenos 

candidat<:1!'! p;3ra: au m;:_,ntenimiento por e!;tas estrat·:~i&s; otraa, 

las bajas 

temperaturas, no soporta m~s de 

menoscabo de su viabilidad v pr'odue-tivü.L:id OUrciok~ y Kamada, 

1983), lo que pudiera Crf.!:1r una situaciOn limitante en la 

apli<.::ación de esta metodol0gia. Por otro lado. diversos 

inv8stir;edores han apli•:&dc:> las t.~:n1r-ai; de GriopreservaciOn a 

resulteidos positivo::; particnl:lrm~nte en la última. De estas 

investigaciones ha sido posible detectar que, tanto la etapa de 

crecimiento en que se encuentra el cultivo, corno el tamaño de las 

células, son factores importantes paro el éxito de este 

tratamiento (Winthers, 19aq). 

iv) CULTIVOS DR RAlZ. 

En la literatura revisada, existen reportes en los que se 

menciona al cultivo de raiz como otra opci6n en la producción de 

alcaloides del tropano. Esto debido a que algunos investigadorea 

~e inclinan a pensar que es necesaria la organización morfológica 

de la raiz, paz-a llevar a co.bo una ádccueda slntesis de 

escopolamina en cultivos !~ ~!~r2· Asl, ea han establecido 

cultivos de raíz en ~~[2E~ ~!!~Q2nn~. ~ZQ~S~~~g~ n!~~r. §~2~!~ 

E~tY!{l2!~ Y Q~~~[ª !n2~~~ (Deno et al., 1987; rlores et al .• 

1987; Hamill et al.. 1987; Ritilmt..tra et al., 1986; Mano et al., 
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1986; Shimomura et al., 1986). 

Esta t.&c;nica. repct;:;s8nta l.ma cüternat tva pot.enc ial a. futuro 

pt'ra L"' producción de estos compu-:!stos, ya que actualmente ª\.'º 
exisLen problema8 de biotngenieria que deberán superarse ~nteG de 

pensar en un posible ~scalamiento de esta téc11ica 

comerciales. 

V) CULTIVOS DR CELULAS INMOVIl.IZADAS. 

niveles 

Se maneja aún otra alternativa para la producción de 

metabolitos secundarios, que: es lo inmovilizaci6n de d€!lulas. 

Esta m~todologla se b;1sa en el conc 1~pto de que la agregaciOn 

celular parece ser importante para la productividad de algunos 

cl!ltivos, sugiriendose que un adí:!cuado nivel de ~u~regaci6n puede 

ser posible s6lo en culr.ivos de lento crecim1e11t.u. 

agregación, da como resultado un m~vor contacto intercelular 

que sugiere una probable comunicación fisica y quimica entre las 

celulas y el establecimiento de gradientes también físicos y 

químicos que pueden ser la clave de la relación entre cierta 

organización celular y la. acumulación de altos nivelea del 

metabolito secundario <Lindsev y Yeoman, 198~; Lindsey v Yeoman, 

1986). 

Con este criterio se ha aplicado la tecnica de 

inmovilizaci6n de celulas vegetales a plantas productoras de 

alcaloides del tropano, como es el caso de g~~~!~ ~D2~i~. donde ~e 

h~ observado un patrOn y un contenido de alcaloides totales m~s 

parecido a los de la planta madre que loe que se han reportado 

para los cultivos de células en suspensión (Lindsey y Yeoman, 

1986). Sin embargo, no ha sido posible lograr que estos 
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alcaloides se liberen "l medio. lo cual "'e ha intentado favorecer 

añadiendo solventes t~l8s como cloroformo. que si bien ha 

permitido una liberación ligeramente mayor de los alcaloides al 

medio. también ejerce un ofecto 11egativo Gobre la viabilidad de 

las células, lo que QÜn limita la aplicación de este sistema por 

el momento (Lindsey y Yeoman, l983bl. 

Con e9tos antecedentes, se pretende dar un panorama general 

del estado ~ctual de la investigación para la producción de 

alcaloides del tropnno, particularmente de la hiosciamina y la 

~scopolAmina, mediante el uso de las técnicas de CTV. 
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MATERIALES Y MKTODOS. 

Al MATERIAL BIOLOOICO. 

En le presente investigación se utilizaron semillas de 

pª~~I.~ .!..D9~1~ Mill., las cuales fueron proporcionadas por el Dr. 

R. Bye•. Estas semillas fueron empleadas para generar el material 

biol6gico necesario para la obtenc16n de explantes. Una parte de 

las semillas se sembr6 en macetas de plastico conteniendo la 

siguiente mezcla de tierra, tierra negra, tierra de hoja y arena 

de rio 1:1:1, para disponer asi de un aporte continuo de 

material vegetal, de la otra parte de las seli\illas se aislaron 

directamente los embriones. 

Los explantes empleados en este estudio fueron embriOn, 

meristemo, tallo y hoja. Los meristemos fueron aislados a partir 

de plántulas de 4 semanas de edad a la emergencia. Los tallos y 

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

b) BSTERILIZACIOll Y SIEMBRA DEL MATERIAL. 

Semillas.- La ester1lizaci6n se realizó sumergiendolas durante 15 

minutos en una soluci6n de cloro al 1. 57. ( cloralex 

comercial 30~ v/v}. Posteriormente se lavaron con agua 

destilada estéril y se dejaron remojando al menos 

durante 24 horas. con el objeto de provocar el 

ablandamiento de la testa Y del endospermo, lo que 

facilit6 la extracción del embrión. Lo anterior se 

realizó en condiciones as0pticas bajo una campana de 

Laboratorio de EtnobotAnica del Jardin Botánico, 
Instituto de Biologia. UNAM. 
Las semillas correspondian a los numeras de colecta 14368 y 
14384 de su registro personal. 
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flujo lamin;1r y Gon la a~uda de un microscopio de 

disección tz~1zz m0d. ~7 50 52-9901). 

Los cmbr1.nn~s aislados Ge sembraron en frascos de 

120 ml ·-::üntenit:ndo 25 ml dol medio de cultivo, 

colocando ~ 8n1briones por frasee. 

Meristemos.- Se disectaron lAs secciones ~picales de lns 

plántulas eliminando las aos hoJaG 1.erminales Y se 

lavaror1 con agua destilada con el fi11 de eliminar la 

tierra que pudieran co11tener. Posteriormente se 

colocaron en una solución de ~loro al 0.75?. (cloralex 

al 157. v/v) y se dejaron en agitación lenta durante 

10 minutos. Lo~ meristemoD se aislaron al igual que 

los embriones bajo la campana de flujo laminar y con 

la ayuda de un microscopio de disección. 

La disección se realizó de modo que quedara sólo el 

domo con los dos primordios foliares (de aprox. O.Smm}. 

Los meristemos asi aislados se sembraron en el mismo 

tipo de frasco y la misma cantidad de medio de cultivo 

que en el caso de los embriones, colocando tres 

meristemos en cada frasco. 

Hojas v tallos.- LaB hojas Jóvenes completas y secciones de 

tallos de aproximadamente 3 cm se lavaron con agua 

corriente durante 30 minutos. Inmediatamente despues 

se sumergieron en alcohol etilico al 70X durante 

30 seg y se esterilizaron en cloro al 0.75 ~. como en 

el caso de los meristemos. Posteriormente bajo la 

campana de flujo laminar en condiciones de asepsia se 

lavaron hasta quitar el exceso de cloro. 

43 



Los talle>s se dividieron en fragmentos <Je 

aproxi~adomonte a.s cm de longitud v las hojas en 
2 

secciones de unos 1.5 cm Se col oca ron de 3 

explantes por frasco. 

Los explsntes en los medios m~ incub<H·.:..in en un.:t cti.mar;, de 

crecimiento bajo las siguientes condiciones de cultivo: 
o 

temperatura 2~' e 

intensidad luminosa 2000 lux 

fotoperiódo 16 horas 

e) TRATAMIENTOS RXPERIHENTALES. 

Se empleó medio Murashige v SY.oog <MS) (Vflr ap~ndice) 

suplementado con diferentes auxinas fAlA, 2,4-D y ANA) en tres 
-5 -6 - 7 

concentraciones distintas 10 V 10 M, solas o en 
-8 

combinac16n con BA a una concentraci6n de 10 M. 

Ademas se estimb la respuesta del cultivo a varias 

concentraciones de NH NO 
4 3 

a saber: 825. 1200, 1650, 1900 y 

2500 mg/l. se probaron 2 concentraciones de sacarosa, que fueron 
-ó 

3 v 5% todo esto en medio MS suplementado con 2,4-D 10 M. 

En otros experimentos se evaluó la respuesta en 4 medios 

basales; el MS, el 85 y otros 2 mas en los que se intercambiaron 

las sales y vitaminas de los dos primeros. 

Tanto los medios como t!l material utilizado para la 

disección de explantes. fué esterilizado en autoclave durante 15 
o 2 

minutos a una temperatura de 121 C y una presión de 1. 5 kg/cm 

La relac16n de los tratamientos ensayados para evaluar las 

respuestas a la inducción de callo. producción de biomasa y 

contenido de alcaloides se enlistan en la tabla 6. 
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TABLA ó.- !llA!/J!!DIM DISAYAWS Pm LA IHW:C!Oll O! CALLO DI Daturo lnoll• HU! 
'f LA EVALUACKH DE SU CO!llll<IrO Di ALCALOIDES DEL !ROl'Al!J 

------------------------------··----------------·····------------------------------
HEOIO Hrn!O AUXJllAS CITOCl!HNAS SACAF.0$A HH llO !XPUIITTS 

' l 
Ho BASAL IHI IHI !gil} l•g/l} 

:::======••===::================::::::========•:r::::::::::•11::1:::::::::11s:::::::::::11 

-8 
HS 8.\10 30 1,óSO 

-1 -o 
HS /J!AID DA!O 30 1,65-0 

-6 -D 
HS /J!AID 8.\10 30 1,65-0 

-7 -8 
HS AJIA!O 8.\10 30 l,610 

-ó 
HS IJ!A 10 JO 1,650 

-s -8 
115 AJA 10 DA 10 JO 1,65-0 

-s 
HS AJA 10 JO 1,650 

-6 -8 
HS 2,4-D 10 llAlO 10 uso ¡_ 

-7 -8 
HS 2,4-D 10 BAIO JO 1,65-0 

-6 
10 HS 2.4-010 JO 1,65-0 i, "· T, H 

-6 
11 HS 2,4-0 10 5-0 1,65-0 1, "· r, n 

-6 
12 HS 2,4-0 10 JO 85-0 

-6 
13 HS 2,4-D 10 JO 1,200 

-6 
14 HS 2,4-010 30 1,900 

-6 
15 HS 2,4-D 10 30 2,500 

-6 
16 BS 2,4-D 10 20 1,650 1, H 

-6 
17 l!Sa5 2,HlD lO 1.65-0 1," 

-6 
18 BSllS 2,4-D 10 20 1,650 i," -----------------------------------------------------------·--------------

1 = esbrion AMA : acido naftalenacetico 
H = 1eristet0 AJA • acldo looolacetlco 
T =tallo 2.4-0 • actdo 2,4-diclorofenodaeetico 
H •hoja llA • ó-benclladenlna 
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d) ESTABLECIMIENTO DE LOS CALLOS. 

Una v~z formado et e al lo de loR ~xplantes, E::::cl. te 

subcultiv6 cada 30 d:iJS 1.:·n el mismo m-=di·>. hc:t~ta ,:;!stat-d.l izar su 

proliferación, lo QU8 generalm~nte ~~urrla e11 el 3~r. subcultivo. 

Todas las pruebas para l~ producción de biomasa y ~etet·mina~iones 

de alcaloides, se realizaron con callos del 4o. suhcultivo. 

e) CURVAS DE CPECIMIENTO. 

Las curvas de crecimiento se establecieron utilizando callos 

prov~nientes de meristemo y de embr·iOn. que fueron desarrollados 

en frascos de cultivo conteniendo cada uno 25 ml de medio MS 
-b 

suplementado con 2,4-D 10 M. Se partió de un inóculo inicial de 

3 gr para cada frasco. El crecimiento del ctiltivo se evaluó cada 

S dias durante un periodo total de 30 dias, en cada fecha de 

incubación se determinó el peso fresco v el peso seco expresndo 

en gramos. El valor de cada punto es el resultado de la media de 

tres repeticiones. 

El peso fresco se registró pesando directamente el callo 

producido en cada repetición en una balanza electr6nica con 

platillo superior SARTORIUS 1212MP (30/300 g ~ 0.001/0.05 gl. El 

pe~o seco, el cual es r~ferido tanto para las curvas de 

crecinliento como para la producción de bioma5a V las 

determinaciones de alcaloides totales, se obtuvo una vez que el 

tejido de ceda repetici6n perdió su humedad dl mantcnersele en un 
o 

horno desecador por 4 dias a una temperatura constante de 38 e 

(el tiempo v la temperatura seleccionadoe permitieron asegurar 

la estabilizaciOn del peso del tejido y evitar la degradacibn 

term!ca de los alcaloides a evaluar). 
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{) ~XTRACCION DE LOS .~!.CALO!D~'3 CRUDOS, 

Una vez obtenid.::is los p-::sos frl.?:sco v seco de las muestras. 

estaf: so ¡:1ulveriz01·on con lo avuda de un mortero v 5e procedió a 

la extracción, para lo que se tom6 un peso conocido dtü tejido Y 

se le somet16 el siguiente proceso: 

1.- A cada muestro contenida en un matr<)z erlenmeyer de 150 ml, 

se le agreg6 10 rnl de NH OH al 2B~~ v ~~e le dejó reposar 

durante 8 horas. 

2.- Posteriormente se a~adicron 40 rol de cloroformo y se colocó 

en una platBforma de agitación durante 12 a 16 horas. 

J. - La mezcla se centrifugó a 1600 nm dur·onte 10 minut.os. El 

e>:tracto clorofórmico se separó utilizando una jeringa y se 

ro1di6 el volumen final. 

De este extracto crudo se separaron 20 rul que fueron 

utilizados para la determinación colorimétrica y se le purificó 

en los siguientes pasos: 

i) Los 20 ml se colocaron en un embudo de separación y se extrajo 

3 veces con voll1menes de 6, 12 y 6 ml de una solución de 

H SO O.lN. 
2 4 

ii) Se descartó la fase clorofórmica y la fase acuosa se 

alcalinizó con 10 ml d~ una solución de NH OH 6N. 

iii) se extrajo 4 veces con 10 ml de una solución de cloroformo -

alcohol isopropilico (9:1}. 

iv) Se desechó la fase acuosa y la clorofórmica se lavó con 10 ml 

de agua destilada llevandose posteriormente sequed.ad a 

temperatura ambiente, bajo la campana de extracciOn. 

V) Finalmente se resuspendi6 en 1 ml de cloroformo. 
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al D&T&RMINACION COLORlMBTRICA Di ALCALOIDES TOTAL2S. 

Se tomaron alicuotas de o. -iml por duplicado de cada uno cte 

los extractos obtenidos d8l paso e)-vJ, se llevaron~ sequedad on 
o 

baño maria a 40 e v se les procesó de la siguiente manera: 

Primero se le agregó a. coda tubo O.::,:::;. ml de una soluci6n que 

se preparó disolviAndo 1 g de p-Di1netilaminobenzaldehido en 

6 ml de ~<:ido sulf1~rico al 80~ v/v se dejó agitando 

alternativamente durante 2 minutos, posteriormente se 
o 

sumergieron en ba~o maria a 70 e por 6 minutos agitando los 

tubos alt~rnadani~llte. 

Inmediatamente después se enfriaron en un baño de agua con 

hielo durante 3 minutos y se les agregó cuidadosamente 0.25 

ml de enhidrido ac~tico a cada uno. Se agitaron y dej&ron 

reposar por 15 minutos. 

Para leer las absorbancias, las muestras se colocaron en 

celdas de 1 cm. Las lecturas se realizaron a 515 nm, empleando Un 

espectrofot6metro Bausch & Lomb mod. 601. 

Paralelamente se corrió una curva patrón de atropina. Para 

ello se preparar6 una solución de atropina de concentraCión 

conocida y se colocaron alicuotds d~ 0.1, 0.3, 0.S y 0.8ml de 

esta soluci6n en tubos de ensayo. Se llevaron a sequedad y se 

procesaron de la misma manera que las muestras de los extractos. 

El cálculo de la concentraci6n de alcaloides totales en las 

muestras, se hizo tomando como referencia la gráfica de la curva 

patrón. 

h) CUANTIVlCACION DK ATROPINA Y ESCOPOLAMINA. 

La cuantificación de atropina y escopolamina se realizó por 
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cromatograf{e d~ gases ac~plada a ecpectrometria de masas (GC-

MEJ". 

Para estas det~rrninacinnes se ~m¡Jlearon las muestras del 

extracto sin purif1,:1.1r (ver paso el-3 de la extracci6n de 

alcaloides). .las se llevaron sequedad V se 

resuspendieron en 1 ml de t;loroformo el cual r:ontenja 2.5 ppm de 

Jacido benzoico como control interno. De esta soluc16n se tomó una 

alicuota que se inyect6 en el cromat6grafo de gases. 

s~ detectó el ·~spec tro de masas correspondiente para la 

atropina y la escopolamina. Finalmente la cuantificación se 

reali26 tomando on cuenta ~Jgunos de los pi~oB car~cterlsticos de 

los espectros de masas de estos compuestos y ref iriendolos a la 

señal del control interno. 

• Estes determinaciones fueron realizadas por el M. en c. H. Gómez 
del Departamento de Ouimica analitica del Posgrado de la 
Facultad de Quimica, UNAM. 

49 



RESULTADOS• 

a) lNDUCCION DE CALLO. 

En la pr1me1·a etapa de ~ste estudia, se estimó la respuesta 

de los embriones a lc-s diferentes tr:i.tamientos hormonales, que 

fueron establecidos con base en oxpo;:r!encias previas obtenidas 

(Garcia E. M. A .... corounio::aciOn PE!rsonal). 

Esto con el propósito de conoc~r las condí·~ioneG para la. 

producción de teJ1do indifert:no..:.iado tc21lh'"'), para ello se empleó 

medio MS adic lona.do con: 
-5 -8 

í'>NA 10 M BA 10 M 
-6 -8 

ANA 10 11 + BA 10 H 
-7 -8 

ANA 10 H + BA 10 M 
-& 

ANA 10 H 
-6 -8 

2. 4-D 10 M + SA 10 M 
-7 -8 

2,4-D 10 H + BA 10 11 
-6 

2,4-D 10 M 
-5 -8 

AIA 10 H + BA 10 M 
-5 

AJA 10 M 

Los resultados se resumen en la tabla 7, donde se muestra la 

acción hormonal sobre la inducción de callo, raiz. brotes y 

plAntulas, {a partir de embrión) asi como la capacidad de 

propagación en los subcultivos de los mismos y el grado de 

d1ferencieci6n en cada caso. 

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

Lab. de Cultivo de Tejidos Vegetales, Jardin BotAnico, 
Instituto de Biologia, UNAM. 
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TABLA 7.- lllSl'lliSTA DEL EXPLAH!i [.( E!IBRIOll AL S\JlllKISTiO Di mmms TRATNll!lfTOS ll>l!llJIW.[S 
SOllR! LA IHIJUCCIOH Y DJ[[R!JlCllCIOH Ol TiJIOO DI CVLTIVOS In vi tro !Ji 

-6 
l.H! !O H 
-5 -8 

MI 10 H • BA 10 H 
-6 -8 

AMA 10 H • B>. 10 H 
-7 -8 

MI 10 H • 8A 10 H 
-6 

2,4-0 10 H 
-6 -8 

2.4-0 10 H • B>. 10 H 
-7 -8 

2,4-0 10 H + BI 10 H 
-6 

Ali 10 H 
-5 

A!A 10 H + 81 10 
-6 

BA 10 H 

'aedio balal HS 
(•I 'positiva 

-1! 

Datura inoxh Hlll.' 

llRQ!IS y 
IHWXIOH PllOPIGICIOll CALLG l!!J! PLAmJ!J.S l'WlllLAS 

111 (11 SlM lL\IZ CQfl.ITAS 
(1) (l) 

l•I P"'• 100 

l>l 1odar11dl 100 

l•I IOOerada 6-0 10 30 

l•I JOder11da 20 80 

l•I abundante 100 

(•I 111'.md11nte 100 

l•l IOOerada 30 70 

(•) IOderad• 20 80 

(>) alxm:lante 'º SS 

(>) abllrdante 100 
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inducción fué positiva, variando la respuesta para los otros 

factores evaluados, de los cuales destacan, el efectf) la 
-& -6 -8 

aplicaci6n de 2,4-D 10 M v de 2,4-D 10 M + BA 10 M donde se 

observó una abundante propagación al GtJbcultivo y un 100<; de 
-6 

formaciOn de callo. En el caso de la aplicación de NA 10 H y de 
-S -8 

NA 10 M + BA 10 M. se obtuvo t.;i.mbién un 100'7. de formac10n di; 

callo pero la propagc:ici6n fué moderada y poca reGpcctivamente. En 
-7 -8 -7 

cambio cuando se aplicó NA 10 M .. BA 10 M, 2,4-D 10 11 
-8 -8 

BA 10 M o bien BA 10 M, se obtuvieron plántulas completas con 

alguna formación de callo en la base de los dos primeros. Por 
-5 

Ultimo, la aplicaciOn de Al A 10 M dio como resultado la 

formac16n escasa de callo y una elevada proliferaci6n de brotes y 

plantulas sin ralz. 

b) CURVAS DE CRECIMIENTO. 

Las curvas de crecimiento se establecieron utilizando callo 

generado a partir de meristemo y embriOn. sembrados en medio MS 
-6 

adicionado con 2,4-D to M ya que el callo as! obtenido es un 

tejido friable e indiferenciado, lo q1Je facilita su manejo y 

ademas presenta una alta proliferación los subcultivos 

subsecuentes, lo cual permite contar con suficiente tejido para 

las evaluaciones 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 

embrión, se observa que la fase lineal se mantiene hasta el dia 

10 a partir de la resiembra, seguida de la fase de desaceleración 

entre los dias 10 y 15 y la fase estacionaria a partir del dia 

20. Por otro lado, en el callo generado a partir de meriatemo, la 
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embrión, en medio MS adicionado con 2,4-D 10- 6 M. 
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meristemo, en medio MS adicionado con 2,4-D 10- 6 M. 
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dF: doesaceleración enl.r•:: l(_•s. di[\l'> 7.0 y 25 y la fas!;.": estacionarla a 

partir del dia 25 (1:onsi.der.-"ndo el peso seco). 

En base ae decidi6 realizar las 

determinaciones de P•:::.to (fresco y so=:co) y de ~lcsloides el dia 25 

a partir de la r1=:siembra ·~n t:odos los üxperimentos. 

e) PRODUCCION DE BIOHASA. 

E~tablecidas las respueatas de los experimentos anteriores. 

se procedib a evaluar la producciOn de biornosa en los casos en 

que se obtuvo una mayor cantidad de tejido indiferenciado, no 

considerando aquellos en los que se observó una clara tendencia a 

la producci6n de estructur-as diferenciadas < organogénesis) . La 

finalidad fub evaluar la cantidad de biomasa producida bajo loA 

diferentes tratamientos hormonales y poder seleccionar el que 

pres1=:ntara un mavor rendimiento. 

En la figura 4 se muestra el peso seco y fresco obtenidos 

para diferentes trataMientos hormonales en callos obtenidos de 

embrión (cada valor representa la media de 3 a 7 determinaciones}. 

Como se observa en esta figura, los valores mas altos para la 

producción de peso fresco se presentaron bajo la 
-6 -6 

administración 
-8 

de 2,4-D 10 M (10.0914 gJ y de 2,4-D 10 M + BA 10 H (9.539 g), 
-5 

seguidos de los registrados en los tratamientos con AIA 10 M y 
-5 -8 

AIA 10 H ~ BA 10 M; miAntras que los resultados mAs bajos 
-6 -6 

localizaron al 
-8 

suministrar ANA 10 H (4.2901 g) y ANA 10 

BA 10 H (4.4196 g). 

se 

H 

Con respecto ~ los pesos secos, no se observa una correlación 

directa con los pesos frescos, probablemente debido a diferencias 
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FIGURA 4.- Biom<lsa producida bajo diferentes tratamientos hormonales 

a partir de callos generados de ombri6n, cultivados en 

medio MS. 

N6 ANA 10-G M. 

NóBB ANA 10-G M BA 10-B M. 

N5B8 ANA lü- 5 
:-~ 9A 10- 8 M. 

Dó 2,4-D 10-6 M 

OóBB 2,4-D 10-ó M BA 10-B M. 

Tl\5 1\11\ 10-5 M. 

IA5B8 ATA 10- 5 
M UA 10-8 M. 
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en el contenido de humedad en los callos sujetos a los diferent~s 

tratamientos. St:! ¡::.uede observar que ·~l mayor rendimiento efi 
-5 

en los callos a lo5 que se les a,jic!on6 AIA 10 H cn.4163 g) Y 
-6 

2,4-D to H (0.3877 gJ lo quA: muestra una producciCin de biomasa 
-5 

ligeramente mayor par~ el caso del t~Jido crecido en AIA 10 M, 

sin embargo bajo la aplicación de este tratamiento s~ ~enera un 

tejido duro, y co11 una clara tendencia a la 

diferenciación (prodticcibn de brotes v pl~ntul~s sin ralz). Por 
-6 

otro lado. el tejido que s0 f0r1na al adicion~r 2.4-D 10 H, 

es 1Jn callo friable con una abundant8 prollf~ra(;i6n en los 

siguientes subcultivos, por lo que en r0::ilid<'lcl •O::D -=n (~Ste Ultimo 

tratamiento 1~n el que !::e obtiene una mavor blornas.:i de t1;~j ido 

totalmente indiferenciado. A astas tratamientos l~s siguieron los 
-5 -8 -6 -8 

de AIA 10 H -< BA 10 M y "!l de 2,1 .. -D 10 M ~ BA 10 M en cuanto 

la producción de peso seco. Por último, los 2 tratalllientos 

en que el peso seco detectadc, fué m~nor, correspondió a los de 
-6 -6 -ti 

ANA 10 H y ANA 10 M • BA 10 M. 

Por otra parte se evalu6 tambL3n la biomasa producidn 

variando la fuente del explant~. para ello se utilizó medio MS 
-& -6 -8 

suplement~do con 2,4-0 10 M o bien con 2,4-D 10 M + BA 10 M y 

se ensavaron explantes de embrión, meristemo, tallo y hoja. 

Los resultados de e~te experimento se muestran en la figura S. 

En este caso la diferencia en el peso seco producido es poco 

relevante, sin embargo permite apreciar cierta tendencia a un 

menor rendimiento cuando s~ empleó el explante de hoja, en el 
-6 -8 

medio que contenia 2,4-D 10 M ~ BA 10 M. Por otra parte el 

explante que tendiO a producir un mayor peso s~co fue el de 
-6 

embr16n en el medio adicionado con 2.4-D 10 H. 
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FIGURA 5.- Biomasa producida por diferentes explantcs bajo el efecto 

de dos combinaciones hormonalos. El medio bisico fu~ MS. 

E ::; embrión 

M = merb,;t.cmo 

T = tallo 

H = hoja 

l = 2,4-D 10-fi M. 

2 = 2,4-D lO-G M + BA 10-B M. 
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ten.fa poco efecto F1)hre- la producción de biotnasa, se decidió 
-6 

seguir trabaJanclo ~hlo con medio adicionado con 2.~-0 10 M ~n 

lo~ subsiguientes expci·iment.o~. 

En la figura 6 sn pr·0se11ta la respuesta e11 producci~n de biomaoa 

•::n los diferentc~s expl ant.:s crec1dc,o l.::n medio MS y suplementado 
-6 

con 2, 4-D 10 M, pero variando la concentración de la fuente de 

carbono (sacarosa), pera ello se probaron 2 concentraciones que 

fueron, 3?. {que es la que comunmente s•?. empl+::a en el medio MS) y 

S'Jt. Cc.,mo pul?de verse la producción de biomasa se incremento 

notablemente en todos los explantes cuando se colocaron en medio 

con sacarüsa al 57., aunque en el caso del explante de embrión 

este incremento se observa unicamente en cuanto al peso seco, ya 

que el peso fresco p01· el contrario, disminuyo. Además fué posible 

observar que en general en el medio con sacarosa al 5% el callo 

era más compacto, presentando en loo c~sos del tejido generado de 

embrión y hoja algunas zonas duras, en las que incluso Ee 

detectaron puntos verdes y duroa parcialmente diferenciados. Todo 

lo cual podria indicar un posible efecto de la concentración de 

sacarosa sobre la diferenciaci6n del tejido. 

Paralelamente se evalu6 el efecto de la fuente de nitrógeno 

mediante un experimento en el que se empleo meristemo como 
-6 

explanta y como medio de cultivo el MS adicionado con 2,4-D 10 M, 

al cual se le varió la concentraclOn de NH rm . PanJ. establ~cer 
4 3 

las concentraciones a erniayar, se tom6 como base la del medio MS 

que es de 1650 mg/l y se consideraron dos concentraciones 

menores, 825 mg/l y 1200 mg/l, y dos mayores, 1900 mg/l y 

2500 mg/ 1. Este experimento se planteó, ya que se tienen 
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FIGURA 6.- Efecto del incremento de la concentración de sacarosa 

sobre la producción de biomasa en tejidos generados de 

diferentes explantes: embrión (F.), meristemo (M), tallo 

(T) y hoja (H). 

Se empleó medio básico MS adicionado con 2,4-D to-6 M. 
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3nteced~ntes de qur~ la fuente de N ejerce efectos importantes 

tant~ en el crecimiento celular, como sobre la sinteaia de 

metabol1tos s~cundarios (Gamborg, 1984: Fujita v Taba.ta, 1987: 

Becker, 1987) . 

Los resultados se presentan en la figura 7, en dondi~ se pudo 

detec:tar que los pesos frescos uumentab.::in al incrementarse la 

concentración de NH Nü E.'n lo que respecta a los pesos secos, no 
3 

se observaron diferencias tan relevantes entre las r~spuestas a 

concentraciones de amonio entr~ 825 v 1900 ITTE/1, mostrando sólo 

un ligero incremento en la r)rocJu.;ciOn de peso si:co a una 

concentraciOn de 1900 mg;.:. Sin embargo, a.l incrementarse rn~s 

esta concen~rec16n {2500 mg/l), hay una marcada disminuci6n en el 

peso seco. 

Por Ultimo, se realizó un experimento cvn el fin de evaluar 

la respuesta a medios basales diter8ntes, para. i::ste caso se 

utilizaron medios MS y 85, los cunles tienen composiciones 

distintas en cuanto a concentraciones de sales v vitaminas. 

Ademas, se estim6 la respuesta en otros dos medios en los que se 

intercambiaron las sales v vitaminas del MS :1 del BS. q~edando ~n 

medio con las ~al~s del MS v las vitaminas del 85 1MSB5l v otro 

cc•n las sales del 85 '/ las vitaminas del MS (85MSl. En todos l<.ts 
-E> 

casos se adicionó 2,4-D 10 M v se ensayaron explant:es de embrf¿,n 

y meristemo. 

Los resultados se muestran en la figura B, donde puede 

observarse que la mayor cantidad de pc~o seco ~~ presento al 

utilizar el medio HSB5 ~eguido por el HS y que en los otros 2 

~edios (85 y BSMS), la produc?ión es claramente menor. Este 

~omportamiento es igual tanto si se emplea como explante embrión 
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FIGURA 7.- Efecto de la concentración de nitrato de amonio sobre la 

producción de biomasa en callos qenerados de meristemo de 

DaturC'l inoxia. 

Se empl~io MS adicionado con 2,4-D 10-6 M. 
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FIGURA Bª- Biomasa producidu por cultivos r:le meristemo {M) y embrión 

(E) en diferentes medios: MS (1), ns (2), MSB5 (3) y con 

B5MS (4). Todos los medios f\teron adicionados con 2,4-D 

a una concentraci6n de 10-b M. 
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como meristemo. 

d) OETl!RHINACIONRS DP, .'l/cALO!Dgs '!OTAL!!S. 

Una .. -:valu<;rj,-1 ln r·ror1u.:ciC.n de biom?\Sa. SP. procedió 

1·ealizar las dele1·mi11~~ioneti de alcaloides total~s (A.1.) por el 

m~tado colorim6trJco. en los siguie11tes experimentos 

Con la finalidad de conocer la respuesta en cuanto la 

producci6n de A.T. en los tejidos sometidos a lc•s distintos 

tratamientos hormonales, se utilizó tejido generado de embrión, 

desarrollado en medio MS y suplement.:1do con hormonas en las 

siguientes concentraciones: 
-ó 

2,4-D 10 M 
-ó 

2,4-D 10 M 
-6 

ANA 10 M +

-6 
ANA 10 M + 

-5 
ANA 10 M + 

-5 
AlA 10 M + 

+ BA 

BA 10 

BA 10 

BA !U 

BA 10 

-8 
10 H 
-8 

H 
-8 

H 
-8 

M 
-8 

M 

No se estimaron las determinaciones para el tejido generado 
-6 

~n medio con ANA 10 M, ya que su proliferación 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 obtención de 

suficiente cantidad de tejido. Asi mismo, no se estimó el 

contenido de A.T. para el tejido generado bajo el tratamiento con 
-5 

AIA 10 M por ser poca la producción de callo; ya que como se 

mencionó anteriormente, en su mayor parte es un tejido duro y 

compacto con alta tendencia hacia la diferenciación. 

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos en este 

experimento con respecto a la producción de alcaloides totales. 

Se puede noter que de los tratamientos hormonales ensayados. el 



:iüF,1.:·1 ;J..,S 

FIGURA 9.- Contenido de alcaloides totales en ca!los -de ~ inoxia 

incubados en difDrentes concentraciones y combinaciones 

hormonales. Se empleó medio básico MS 

embrión. 

NA5 MB <l1H\ 
10-5 M BA 10-D M. 

NA6 BAB ANA 10- 6 M nA 10-B M. 

AIA5 B/\B AI1\ 10- 5 
~ BA 10-0 M. 

DA6 B/\8 2,4-D 10- 6 
~ RA 10-B 

DA6 2,4-D 10- 6 
~!. 
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mayor contenido de alcaloides totales, expresado en'};. de peso 

seco, se observ(, en los t.ejidos cultivados en medi.:;s adic!onadc·s 
-6 -6 -8 

con ~.4-D 10 M. v con 2,4-V 10 M • 8~ 10 M, 8n tanto que los 

de menor n1·od11cción fu~r011 los t•~Jidos (i~3arrolla0os en los 
-h -El -5 -8 

medios que conc.·:niñn AH1\ 10 M ~ HA t(i M y Ali\ 10 M + B/\ 10 M. 

re~lizaron la~ c\e~~r·minaci0nes de 

los callos provenJ.•;!Ot.•.::s Je los div1~rsc·.s ·'"?;qil~nt~s, todos ellos 
-6 

incubados en m9d1o M=: s1Jplr-:m~rit.odo con :::,4-D 10 M. Lcis explant~s 

ensavadoe fueron embri~n. meristemo, t3llo y hoja. Los resultados 

se resumen en la tabln o, dond8 ad~m~G se present~n aleunas de 

las caracteristicas de los callos obt~nidos. Estos datos muestran 

proveniente de embriC1n, dond~3 se alcanzó un nivel de O. 087':'~ 

seguido por el t:ejido generado de tallr_, (0.074~~), mi•~ntras que en 

los tejidos de meristemo v de hoJ&, las concent1·~ciones sor1 las 

més bajas y prJctican1ente iguales entre si. Por otro lado, no se 

ovserv6 correlación alguna entre la pigmentación del callo y la 

concentración de alcaloides totales. 

Por otra parte, con el fin de conocer el efec~o de la fuente 

de nitrogeno sobre el contenido de alcaloides totales. se efectuó 

un experimento en el que se empleó callo generado de rneristemo 
-6 

desarrollado en medi0 MS suplementado con 2,4-0 10 t1 y variando 

las concentraciones de NH NO en la misma forma que ya se ha 
4 3 

mencionado para la producción de biomasa. Los resultados se 

presentan en la figura 10, donde es posible observar una tendencia 

hacia un incremento en el contenido de alcaloides totales 

conforme la concentración de nitrato de amonio es mayor. siendo 

este incremento muv notorio cuando se alcanza un contenido de 
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TABLA 8.- CARACTERISTICAS OBSERVADAS EN CALLOS DE Datura inoxia Hill 
PROVENIENTES DE DIFERENTES TEJ!DúS Y SU CúNTENIDO DE 

ALCALOIDES TOTALES' 

AUSENCIA DE 
EXPLANTE PARTES GRADO DE 

Embrion 

Meristemo 

Tallo 

Hoja 

DIFERENCIADAS CRECIMIENTO 
(%) 

100 abundante 

100 abundante 

100 abundante 

LOO abundante 

PIGMENTACION ALCALOIDES 
(%) 

verde 0.087 

verde 0.056 

beige 0.074 

verde 0.055 
claro 

-6 
* la incubacion se efectuo en medio MS conteniendo 2.~-D 10 H 
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•d 

'1 .. · 

FIGURA 10.- Contenido de alcaloides totales en callos generados de 

meristemo de ~ inoxia, por efecto de diferentes 

cun~cntruciones de nitrato de amonio. 

Se emple6 medio MS s1ip1~m8ntado con 2,4-D 10- 6 H. 

68 



2500 mg/l de HH NO 
4 3 

Postt~riorm~nte, se de:terem1nO la concentración de alcilloides 

totales en callos generadc1f,; de m•:!ristemo e incubados en 2 medios 

basales distintos. el MS y el 85, ambos suplementados con 2,4-D a 
·6 

una concentración de 10 M. Estos reRultados se muestran en la 

tabla 9, y puede advertirse que el mayor contenido de alcaloides 

totales se detecta en el tejido d~sarrc·llado el medio BS. 

e) DETERMINACION DE ATROPINA Y ESCOPOLAMINA. 

Con la finalidad de conoc1=r cspec1 fíe amente el contenido d'"~ 

atropina y escopolamina, se empleó un metodo mas fine 

sensible, en el que se pudieran detectar separadamente lag 

concentraciones de estos .11lc;:iloides Asi se evaluó el contenido 

relativo de atropina y escopolamina en los tejidos obtenidos 

cuando se sometieron a diferentes concentraciones de nitrato de 

amonio, distitos medios basales y al emplear div~rsvs 

explantes. En las tablas correspondientes se muestran, el valor 

promedio <media) , y el rango dentro del que fluctuaron los 

valores obtenidos. 

El efecto de la variación en el contenido de NH NO (825, 
4 3 

1200, 1650, 1900 y 2500 mg/l) en la sintesis de atropina y 

escopolamina se realizO empleando tejido generado de embriOn y 
-6 

mantenido an modio 115 adicionado con 2.t.-D 10 M. 

Los resultados de este experimento se muestran en la tabla 

10. Para cada concentraci6n de nitrato de amonio se realizaron de 

3 a 4 repeticiones. Como puede verse en lo columna 

correspondiente a 18 atropina, el contenido más alto se regietr6 
-3 

en la concentraci6n de 1900 mg/l de NH NO C0.525~ X 10 ), 
4 3 
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TABLA 9.- CONTENIDO DE ALCALOIDI::S TOTALES EN CULTIVOS DE CALLOS 
DE Datura inoxia CRECIDOS EN DOS DIFERENTES MEDios• 

MEDIO 

MS 

85 

AUSWCIA DE 
PARTES GRADO DE 

DIFERENCIADAS CRECIMIENTO 
{~) 

100 abundante 

100 abundante 

*se empleo meristemo como explante 
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HORMONAS 

-6 
2,4-D 10 11 

-6 
2,4-D 10 H 

ALCALOIDES 
{1.) 

o. 056t• 

o. lli..(1 



TABLA !U. - CONTENIDL' DE ATROPINA Y ESCOPOLAHINA EN 
CALLOS DE Llatura inoxia Mill. MANTENIDOS 

EN DIF!iHENTES CONCENTRACIONES DE 
NITRATO DE AMONIO 

NH NO 
4 3 

lmg/ll 

ATHOPINA 
-3 

[% X 10 ] 

rango 

ESCOPOLAMINA 
-3 

[1. X 10 ) 

rango 
0.209 0.326 ND 0.054 

825 ----------------------------------------

1,200 

1,650 

1,900 

2,500 

NO ~ no detectado 

+ :; trazas 

X 0.156 

rango 
ND a O .130 

X 0.078 

rango 
0.164 0.520 

X 0.380 

ram~o 

ND a 0.680 

X 0.525 

rango 
O. 360 a o . '•28 

X o.401 

X O. 040 

rango 
ND a ND 

X ND 

rango 
0.220 

X o .175 

rango 
ND a 0.29& 

X 0.296 

rango 
ND a 0.045 

X 0.045 

los medios se adicionaron con 
-6 

2,4-D 10 H, v se empleo 

embrion como explante. 
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-3 
se~uida de la de Z50(1 rnc/l con 0.401% X 10 y la de 1650 m~/1 

-3 
con un con~enido de atropina de 0.380~ X 10 En el caso de la 

-3 
escopolam1na el valor m~ximo que se obtuvo fu• de 0.296 X 10 

en las muestra~. sometidas a una concentraci~.in de 1900 mg/l de 

nitrato de amonio y un rendimiento ligeramente inferior de 
-3 

0.220'?. X 10 en las que crecieron a concentraciones de 1650 mg/l. 

En ninguno de los callos provenientes del tratamiento con 1200 

mg/l de NH NO se pudo detectar escopolamina. 
4 3 

En la tabl3. 11, se presentan los resultados obtenidos del 

anAlisis d~ los tejidos al emplear los siguientes medios HS, 85, 

MSBS y BSMS. Para cada caso se realizaron 4 determine.ciones. 
-6 

Todos los medios fueron suplementados con 2,4-0 10 M y se empleó 

callo generado de embriQn. 

En este experimento la concentración mayor de atropina se 
-3 

registro en los tejidos incubados en los medios 85 (0.480~ X 10 ) 
-3 

y BSHS (0.490~ X 10 ). Con respecto a la escopolamina. el. 

mAximo rendimiento se observó en el tejido proveniente del medio 
-3 -3 

MS con 0.1757. X 10 seguido del HSB5 con o.12nt X 10 

Por Ultimo, en la tabla 12 se pueden observar los resultados 

que se obtuvieron de los callos generados de embrión, meri~temo, 

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 0.211:1 X 10 

embrión 

respectivamente. En los cultivos generados de 

los rendimientos fueron aproximadamente la mitad de 
-3 

tallo, esto es de 0.380~ X 10 de atropina 

los 

y detectados en 
-3 

0.1757. X 10 de cscopolamina. Por otra parte, los rendimientos 
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TABLA 11. - CONTENIDO DE ATROPitlA Y ESCOPOLAMlNA EN 
CALLOS DE Datura inoxia Hill. MANTENIDOS 

EN orrnRl'.NTES MEDIOS BAS'ALES' 

MEDIOS 
ATROPINA 

-3 
ESCOPOLAHINA 

-3 

ND 

(~ X 10 ) [?. X 10 ) 

rango rango 
0.164 0.520 a 0.220 

MS ----------------------------------------
:-: o. 380 X O. I75 

rango rango 
0.4i+Ü 0.567 ND a 0.102 

85 ----------------------------------------
X 0.480 

rango 
0.184 ó 0.600 

X 0,071 

rango 
O.OSO a 0.182 

HSBS ----------------------------------------
X 0.370 

rango 
o."ªº a o. 549 

X 0.127 

rango 
a O. 166 

85HS ----------------------------------------

no detectado 

trazas 

X 0.490 X 0.090 

los medios se adicionaron con 
-~ 

2,4-0 10 H, y se empleo 

embrion corno explante. 
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TABLA 12. - CONTENIDO DE ATROPINA Y ESCOPOLAM!NA EN 
CALLOS DE Datura lnoxia Hill. ORIGINADOS 

DE DIVERSOS EXPLANTES' 

EXPLANTES 

TALLO 

EHBRION 

MERISTEMO 

HOJA 

ATROPINA 
-3 

[:\ X 10 ] 

rango 
0.506 a 0.831 

X O. 675 

rango 
o. 16'' a O. 520 

X O. 380 

rango 
ND a 0.145 

X 0.092 

rango 
ND a 0.290 

X O .280 

ESCOPOLAMINA 
-3 

[7. K 10 ] 

rango 
ND a 0.720 

X 0.211 

rango 
a 0.220 

X O .175 

rango 
ND 0.030 

X 0.030 

rango 
ND a NO 

NO 

NO no detectado medio MS adicionado con 
-6 

+ s trazas 2,4-D 10 M 
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menores se ot,servar<.:in •.':n los t.1:.:Jidos provenientes de hoja, donde 
-3 

se detectó n. 28()% Y. 10 de lltropina sin que se observara la 

prF::sencia d~"! escopolamina y finalmente en el tt?jido generado de 
-J -3 

mertstem'1, con 1).09:..:f~ '{ 10 de atr·opina y 0.030~ X 10 de 

Hscopolamina. 
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DISCUSIOI/. 

ül !Y!OTQ~ HORHONALK6 KN ~A DJVERENCIACION DEL CULTIVO. 

De los resultados 0bt~nid0s ~rl lo priniera etapa de ~stc 

trabajo como so muestra en la t3bla 7, puede observarse que la 

respuqsta d~ los ~ejldos a los diferentes tratamientos f10rmon~l0s 

fu~ morfngen~tJcamente distinta, pud1~nd0s~ notar diferencias a 

la aplicasi¿.n de auxinas ·¡ ci tocininas cuando se .su1ni1dstr;:¡ron 

solas o en combinación. 
-ó 

Asi. se obE:erv6 que /; .. :,jo la aplicar:i6n de ANA 10 M, se 

gener6 r:allo sin formaci6n de estructtiras difer~nciadas, en tanto 
-8 

que al aplicarse c~nJuntaJíl~nt~ con BA lL' M se presentaron 

estruccuras diferonciadas tales como raic8s aisladaa junto con 

brotes v plátulas sin raiz. Por otro lado, cuando se rnantuvo fija 

la concent1·ación de EA, pero se aumentó la concentr,;-,ci~,n de ANA 
-5 

a 10 M se obtuvo callo en un 100~. el cual presentaba una mejor 
-6 

respuesta al subcultivo que el callo generado en ANA 10 M solo. 

Por el contrario, cuando la concentración de ANA E'? disminuyó a 
-7 

10 H, hubo una mayor difer~nciaci6n. presentando plántulas 

completas pero con formaci.On de callo en la base de estas. Este 

callo no pudo ser subcultivado ya que se necrosaba desde la 

primera resiembra. 
-7 -e 

La respuesta ~ la combinaci6n de ANA 10 H + BA io M fue 
-8 

similar ~la que se obtuvo bajo la aplieacion de BA 10 M sola, 

en donde se obtuvieron p!Bntulas completas, una por embrión y sin 

ninguna formación de callo. Estos resultados permiten inferir, 

que ~n ~l caso de ~~E~!~!~~~~~· el ácido naftalenacético induce 

la formación de callo, mientras que la benciladenina genera 
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esructuras dif'er~n-::1~,·:;;.3; v 01"~ ¿•1 3Um1nistrors~ conjuntamente la 

m~nif~stación <lo la 1·,:spuesta s~ ve alteradH en función de la 

•::oncentración en este case"' del ANA, ya que 1.¿1 r.ic la benciladenina 

E"e mantuvo fija. Esto~.~ rF.:Gultados concuenjan can lo rr.:!pt.1rtado por 

otros autores, G11 rel;.ci6n al efecco d~l ANA y d~ la henciladenina 

·~n cultivos !n Yl~r9 en otras 0species !Fli~k et ~l .. 1983). 

En esta misma tabla se puede observar, que al comparar las 
-6 ·-8 

re3puestas a 
-6 

2,Li-D 10 M, 

la aplicaci6n de ~.~-u 10 M ~ BA 10 M con la de 

no se aprecia 11n efecto claro de la b~nciladenina 

hacia la formaci6n do tejido diferenciado. va que en ambas casos 

sit;?mpre se obtuvo callo en un 1003; aunqu~ (".,.n ,-,1 cnno d•:: la 

aplicación de 2,4-D sol...,, el calle• generado es mas friable. Sin 
-7 

embargo, al disminuir la concentración de 2,4-D a 10 M, la 

form~ciOn de ~allo fue minima v la respuesta se dirigió m~s bien 

hacia la formaci6n de pl&ntulas·completas. 

El efecto a la aplicación d~ AIA fue distinta, ya que al 
-5 

suministrar AIA 10 H al medio, la formación de callo fué muy 

escasa. siendo m~s bien un tejido muy compacto del cual se 

generaron abundantes brotes y plántulas muy robustas pero sin 

raiz. 
-5 -8 

Cuando se aplicó AIA 10 M junto con BA 10 M, la respuesta 

fué distinta, pues la formación de callo fue mayor que bajo la 

aplicación el AIA solo y la formacion de plántulas también 

disminuyó, aunque el nümero de brotes continuó siendo alto. Sin 

embargo. a diferencia de lo que se observó cuando se aplicó el 

ácido indolacetico solo, en este tratamiento se pudo apreciar la 

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

rafees en e~te ca~o. es similar a lo registrado bajo la 
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-t> .. 8 
aplicación de ANA 10 M + 8A 10 H, de donde puede inferirse que 

la presencia. de la benciadt~nina Giempre favor.::ció la producci(',n 

de estructu1·as 0ifsrenci~das, 10 que cor1(1Je1·1ia con los efectos 

generalmente report . .:idos par.) e~::tas hormon<'is tanto en Q!?!~!:"~ como 

en otras especies !Flic~ et al . 1983; Gamborg, 19841. 

b) PRODUCCION DE BIOMASA. 

En los que r~er~cta al~ bi0m~sa rr0ducid3, cabe hacer la 

aclaraci6n de que en ~ste trabajo se maneja en func16n del peso 

de los t.;=;:j!dos obtenidos. Por otro ll~do, dúda la heterogeneidad 

en el contenido de humedad de loe t1=2jidos sometid,:os a diferentes 

tratamientos. se considera que el p1:::so es más 

representativo. 

En la figura 4, se puede observar que al comparar la biomasa 

producida bajo los diferentes t.ratarnientos hormonales, con el 

tipo de teJido obtenido; la mayor pr•->ducci~)n de peso seco fué 

en los tratamientos con 2,4-D, solo o en combinación con BA. En 

estos casos la diferencia entre el peso f rBsco v peso seco fué 

rnav1Jr indicando probablemente un contenido mas alto de humedad; 

lo que parece estar relacionado con las caracteristicas 

morfolOgicae del tejido, que es indiferenciado, friable y no 

compactado. Por otra parte, los pesos secos mt.s altos se 
-5 -5 

registraron bajo el suministro de AIA 10 M V de 2,li-0 10 M. Sin 
-5 

embargo, el tejido crecido en AIA 10 M fue compacto y muy 

diferenciado con una elevada proporción de brot~e y pl~ntulas 

-5 
sin raiz: en tanto que el tejido crecido ~n medio con 2,4-D 10 M 

fué morfológicamente indiferenciado. Por lo que ~s en realidad 

en este Ultimo tratamiento en dond~ s~ obtiene una mayor 
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respecte. a la prciducción de pi::so seco, corno se obAerva ~n ln 

figura S no se pr~ser1taron diferencias relevantes, v solo pueden 

sugerirse, aunquf::! con cierta reserva. algunas comcnti::r1os acerca 

de las tendencias observadas. As! pa.ri::-ce apreciar-se que el 

tejido que 

con 2,4-0 

producción 
-6 

2,4-D 10 

tendió 
-6 

!O M 

fue el 

M UA 

a producir mayor biomasa bajo el trat~miento 

sOlo, fue el d•.?! embr'i,!.n y el de menor 

de tallo. En cambio con ~l tratamiento de 
-8 

10 M e:l que más biomasa produjo fué 

precisamente el d~ tallo. Se puede observar que mientraE ~n los 

casos en que se empleó embri¿.n, meristemo u hoja la producción 
-6 

de biomasa fué ligeramente mayor bajo la aplicación de 2,4-0 10 M 

solo, el teJ.ido provenjente de tallo se comport6 diferente con 

una producción de peso seco un poca m,Js elevada en el 
-6 -8 

tratamiento de 2.'•-D 10 M + BA 10 M. Sin embargo, como ya se ha 

mencionado. las diferencias en la generación de biomasa por los 

diferentes explantes no son importantes y este comportamiento 

pudo deberse a que la variación de peeo de las muestras en este 

6ltimo tratamiento fué muy elevada. 

cuando se estudió el efecto de la concentración de 

sacarosa sobre la produccQn de biomasa, como se puede apreciar 

en la figura 6. se observó que al aumentar su concentración. el 

peso seco tuvo un conciderable aumento en todos los explantes. 

Esto parece indicar que el aumento en la concen~raci6n de carbono 

es incorporado rapidamente al metabolismo primario. traduciendose 

en un mayor crecimiento. En cuanto a estos resultados, si bien 

Gamborg (1968) menciona que en cultivos de frijol de soya, 
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r;onc~ntrffciones de i,;a.:arosa mayQrcs de 2~ no incrementan el 

crecimiento; otros autor~s reportan una relación directa entre el 

contenido in1cial de sacaros~ en Pl medio y la biamasa obtenida 

(Fowler, 1986b). 

For otra parte, es intere~ante hac~t· no~ar que el callo 

crecido en el m(!dio con .:.,?. de sacarosa. !ut? m•.:.>0<::-,5 fr1ablt: y en 

el caso de los explant8s de hoJa y tallo se observaron partes que 

incl1Jso parecian empezar a diferen¿iQrse. Esto podriJ indicar 11n 

posiblE~ efecto de la concentración d~ sacarosa sobre 

diferenciaci6n del t~Jido. 

En otras espP.cies SB ha n::portado. que 1.:1 morfogÉ:nesis 

depend~? de lti o:oncentrnc16n re1ativ.~ entr1~ am:ini'!s, ci.t-'jcinínñs y 

sacarosa. Adern~s. se ha comprohado que la presen~1a de sacarosa 

es escencial para el enraizamiento ~0 varias 0sp~ci~s r1J~or~e v 

Sherrington, 1984•, ob~~rvaciones ql1e apovan los r~sultad0s aqui 

expu-=:stos. 

De la curva de ojosis-respuesta d•.= Nitrato de amonio {fig 7), 

fu~ posible apreciar un aumento en el paso fresco al incrementar 

la concentra e ión de rm MO 
4 3 

Este c0mp0rtam1~nto ~in ~mbargo, no 

fue tan evidente en el peso seco, denotando probablemente un 

contenido mavor de humedad en el tejido conform~ aumenta la 

concentraci6n del nitrato de amonio. 

una concentraci¿n de 2500 mg/l de NH NO 
4 3 

No estante, al llegar a 

el peso seco disminuye 

notablemente, lo que permite deducir que esta es una 

concentración inhibitoria para el crecimiento, probablemente por 

producir un efecto de estrés al tejido. A este respecto Gamborg y 

colaboradores {1968), mencionan que al parecer contenidos altos 

de iones eruonio, tiE:nen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento 
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de los cultivos. probnbl12mentt! por una inhibición de Blgunas 

enzimes del ciclo del fCA (ácido rricarboxllicol. 

Cc·n referencia 

muestra en la f iguz·a t! 

los m~~dio~~ basales ensayados, r:omo se 

s1:; registro un mayor rendimiento en la 

producción de pet-:;o seco el el medio MS con respecto lo 

producido en el m~dio 85. Si se considero qu10! e! mc-:dio MS 

contiene una mayor conci::ntrac i6n de sales que F.!l med_i.o 85, y que 

este último pose•~ un contenido mayor de vitaminas (hasta l 00 

veces más tiamina} con respecto al MS, puede nugeriI·se la 

posibilidad de qu~~ se ejer::a una influencia mayor sobr·e "21 

crecimiento atribuible mas a la presencia de las sales que a la 

de las vitaminas. Sin embargo, al comparar eatos resultados con 

los obtenidos Clu1ndo se emple6 el meaio que contenía las sales 

del MS con las vitaminas deJ BS, el peso seco fu~ al'in mAs 

elevado que el obt~nido en el medio MS; de donde pued~ pensarGe 

entonces que se produce un efecto ~onjunto de sales y vitaminas 

en el medio sobre la producción de biomasa. Estos resultados 

concuerdan con lo citado por otros investigadores en cuanto a la 

accion tanto de sales como de vitaminas sobre el crecimiento de 

lc•s cultivos ~.í..! 'Y~:!:.1:.Q. (Gamborg, 1968; Constabel, 1984; George y 

Sherrington, 1984). 

o) PRODUCCION DK ALCALOIDES TOTALES. 

Como se ha mencionado anteriormente, los alcaloides del 

tropano son producidos en mayor proporción durante la fase 

estacionaria, cuando ya el metabolismo primario es menos activo 

(Fowler. 1986b). Tomando esto en consideraciOn, se planteó 

evaluar las muestras para las determinaciones transcurridos 25 
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diss a partir de la re~1embra, ya que del anAlisis d~ las curvas 

de crecimiénto s.:? estimó qua para esa fecha los cultivos S(:: 

@ncontr3ban en la fa~e estaci•)riaria. 

trata~iento hormonal (f1gu1·a 9J, !~ mayor concent1·ación E~ 

detectó en los tejidos crec..id·:os en lc>s m00:di 1)S qu-:: •>.:intt~ni~n 
-6 -ü 

2.4-0 10 M, ya sea es pres~ncia o ausencia de EA 10 M, SBHUidos 
-5 

de los tejidos rfr:sar-ro.11ado~ 8n el me1j10 que cc•nt1~n!a ANA 10 M 
-8 

8A 10 M. Todos estos trata.mü.:ntos se caracterizaron por 

generór callo, mientra!:: que aqur=llos con tend1~r1r:.ia la 
-5 -8 -6 -8 

diferenciación IAIA 10 M + BA 10 M ANA "' M BA 1ú 11) 

mostraron un menor c011t~nido de alcaloides totales 

Estos resultados difieren de algunos de los reportes citados 

en la literatura, en los 

indi ferenci ad.:is tienden t~n.;:;,r una menor produ-:.: i6n de es tos 

alcaloides IHashimoto y Yamada, 1963: Misawa v Samajiina, 1977). 

Sin embargo, debe mencionarse que esta infor·maci~1n se maneja m~~s 

bien i::n relación a la diferenr:.iación dB raiz, que r::s el Oreano 

propuesto .-:orno sitio de sintesis para '=stos al•:alc·ides <Hasnimoto 

y Yamada, 1963; Hiraoka y Tabata, 1974}. En r;::l c~so de este 

trabajo, si bien se observ6 la presencja de raiz en estos tejidos 
-5 -8 -6 -s 

{AlA 10 M + BA 10 M y ANA 10 M + BA 10 Ml, 4sta fué en una 

proporción muy baja tendiendo más hacia la formación de brotes 

y plántulas sin rai2. 

De las evaluaciones de alcaloides totales de los tejidos 

generados de los dife~entes explantes, fué posible establecer 

una diferencie notable entre ellos (tabla Bl. La coni:.r:ntraciOn 

mas alta de alcaloides totales fué de 0.087?. v se -:>bserv6 i;:n 
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el teJ ido ¡;~nereido rle> Ambrtón. tina cocentraciOn un poco menor, 

de Q.07L.% se cri~-:ontrO en Al te1ido generado de t;:illo, mientras 

que las concentraciones mlis bajas correspondieron a meristemo y 

a hoja, que fueron 0.056~ v 0.055~ respectivamente, siendo 

pr~cticamente i~uales. Los reoult&dos anteriores pudieran indicar 

qUA, el estado previo de las células en el tejido diferenciado 

ChoJa, tallo, etc.) del cual proviene el cultivo, pudiese influir 

en la regulación de esta via metabólica en el cultivo !~ y~~~Q· 

Como se mencionó en los antecedentes, hay evidencias de que los 

callos generados de diferentes Lejidos, aUn perteneciendo a la 

misma planta, exhiben propiedades diferentes y especificas 

(Meins, 1986), por lo 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 lo 

propuesto en estas investigaciones. 

Por otro lado, si bien el tejido que se generó de los 

diferentes explantE~s fue morfolb~icamente indiferenciado, pudo 

notarse una mayor o menor presencia de pigmentos por la 

coloración del callo, sin embargo no hubo ninguna relaci6n 

entre esta pigmentación y el contenido de alcaloides totales; ya 

que de los 2 cultivos en los que se observó una concentración 

m~s elevada de alcaloides totales, el que provenia de embrión 

tenia una pigmentaci6n verde mientras que el que procedia de 

tallo era beige. 

Como se observa el la figura 10. los resultado~ indican un 

aumento progresivo en la concentraciOn de alcaloides totale~ al 

incrementar el contenido de nitrato de amonio en el medio. Este 

aumento sin embargo, fue mucho mAe marcado cuando se empleó 

83 



une concent1'aci6n Je 2500 mg/l de NH NO Aqui resulta ,, 
inter~seinte comparar estos resul tactos con los ot•tcnidos en l<i 

producción de biomasa, ya que a ld concentraci¿n dn nitrato de 

amonio mencionada, la produc~i~·n de peso 8~Co se ve notablemente 

reprimida. Como se m¿ncion6 en la introducc:t¿.,n existen varios 

ejemplos en la producc.i'!•n d·~ estos alcaloides Vi~ CTV, en los que 

existe una relación inversa entre el crecimiento v la producción 

d" alcaloides (Taba ta et al. , l'~-472: Kuang-Chi y Cheng, 1976; 

Bohm, 1978). En este e.aso ¡:;odr ia especularse que esta 

concentración de NH NO el exceso de nitr6eeno en el medio 
4 3 

influye de una manera directa o indirectamente en la regulación 

del metabolismo, fAvoreci~ndo la expreoi6n do esta via 

secundaria, p~ro inhibiendo el crecimiento. En apoyo estos 

resultados, varios investigadores han reportado que bajas 

concentraciones de algunas sales, especialmente fosfatos y 

amonio. pueden aumentar la concentraciOn de metabolitos 

secundarios en varias especies. probablemente por un efe~to de 

estrés sobre el crecimi'?nto (Horris et al., 1985; Becker. 1987; 

Fujita y Tabata, 1987). 

Con respecto a las determinaciones de A.T. en los tejidos 

crecidos en medios MS y 85 (tabla 9), se pudo detectar una 

concentración 2 veces mayor en el tejido del medio BS, el cual 

como se ha mencionado tiene un contenido de vitaminas entre 10 y 

100 veces mayor que el MS, y una concentraciOn menor de sales 

Cver apendice}. 

Comparando estos resultados con los obtenidos en otras 

investigaciones donde se ha reportado que un incremento de 

vitaminas, mayor al que normalmente contiene el MS, no sólo no 
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incrementa sino que i.ncluso disminuye el contenido de alcaloides 

del tropano en cultivos de ~Y~§.SY..~~1:!~ ~'l:~!~\lf!. {Koul et al., 

1983), entonces se poc1ria plantear que el incremento en la 

producción de o lea l·:ii.dcs to ta les que se observo en este trabajo, 

pudiera estar aso•::imlo probablemente al bajo conteniao de sales. 

Esto estarla de acl1erdo con otras investigaciones en cutivos de 

!:!i'.'9~fi'.~~~§ !},!:~~! (l{a::;himoto y Yamada, 1987}, en las que se 

muestran que loa niveli::o bajos de: sales favorecen la producción 

de alcaloides totales, aUn cuando inhiben el crecimiento. 

En la tabla 13. se comparan los resultadoa obtenidos por 

otros autores:, en cuunto a contenico de alcaloides del trepano 

(totales) en cultiVQS .!:!2 .Y!.!!:2· con los reportados en el presente 

trabajo. Como puede observarse las concentraciones reportadas son 

variables, probablemente porque difieren tanto en las especies 

ensayadas como en las condiciom:!s 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 a.qui han sido tnencionados. Es interesante hacer notar, que el 

máximo contenido de alcaloides totales observado en el presaente 

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

Tabata {197~) en ciJltivos !.U '{:i!:C9. de !2e.!:~!:ª !OQ~!-ª· 

d) PRODUCCION DR ATROPINA Y &SCOPOLAMINA. 

En lo que respecta a los resultados mostrados en las tablas 

10, 11 y 12, correspondientes a los porcentajes (base en peso 

seco) de atropins y escopolamina, es conveniente hacer notar que 

la metodologi8 empleada es sólo indicativa, ya que en ~~!~~~ 

se pueden encontrar otros alcaloides del trepano, 
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TABLA 13. - COHPl\RllCION DEL CONTENIDO DE ALCALOIDES TOTALES EN 
CULTIVOS in vitro DE DIFERENTES ESPECIES. 

AUTORES 

Benjamin et al .. 1987 

2 Hiraoka y Tabata, 1974 

3 Koul et al .. 1983 

4 Tabata et al., 1972 

5 Presente trabajo, 1988 

ESPECIE 

Atropa belladonna 

Datura !noxia 

f-lyoscyamus muticus 

Scopolia parviflora 

Oatura lnoxia 

ALACALOIDES 
TOTALES (%) 

0.060 

0.033 

o .150 

0.012 

0.114 

Las metodologias seguidas para la cuantificacion de A.T. en los trabajos 
anteriores, siguiendo el mismo orden fueron: 

1 Espectrofotometria, despues de la reaccion de Vitali-Horin modificada 
2 Espectrofotometria, despues de la reaccion de Vitali-Morin modificada 
3 Volumetricamente, titulando con NaOH, con Rojo de metilo como 

indicador 
4 Espectrofotometria, despues de la reaccion de Vitali-Morin modificada 
5 Espectrofotometria, despues de la reaccion con p-diroetilamino 

benzaldehido. 
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1ntermed1Brios de la müima v!a metab611ca {l.-.Jitte et al., 19871 

que pudieran dar sehalea eemejantes a las que se utilizaron para 

cuantificar atrnpina y AScopolamia v qu~ rodrla11 sumarse las 

tener u11a Rstimaci¿,n del comportamiento d~ 10s cultivos ~n 

respuesta a las variables estudiadas. 

En gen•::ral Ee pu 12de ver que la variEn:i<'.•n r,~ntre las. muestras 

eE grande, vn que p~ra un mismo tr~~~mi~nt0 ~e pL1dieron d~te~tar 

desd~ porcr::ntajes relativamente altos de al~uno los 

alcaloides, hasta muestras en laR que no fu~ posiblB dete~tar la 

presencia del alcaloide Esto 0s part1cularmente cierto para el 

ca.so de la escopolamina y puE:d8 deberse a v;:¡riaciones en la 

capacidad de los callos (variación somaclonal) para llevar a cabo 

la Ultima parte de esta vla metabólica. No obstante, es posible 

tratar de establecer tendencias que puedar ayuojar a i:::;stimar las 

condiciones para la mejor s!ntesis de estos alcaloides en 

cultivos de callo. 

Los resultados obtenidos al variar la concentración de 

nitrato de amonio {tabla lOJ, sugieren una posible t~ndencia a una 

mayor síntesis de atropina al aumentar la concentración de esta 

sal, va que los valores más altos se dieron a concentraciones de 

1900 y 2500 mg/l, aunque fué ligeramente menor en la última. 

Por otro lado, al analizar los rendimientos de escapo lamina, se 

podria sugerir igualmente una tendencia a una mavor slntesis 

del alcaloide al incrementarse el contenido de NH NO ~n el medio, 
4 3 

hasta llegar a una concentraci6n de 1900 mg/l. No obstante, al 

emplear una concentración de 2500 rng;l de nitrato de amonio, la 

síntesis de escopolamina baja dr~sticamente. Este comportamiento 
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podr!a sugerir i.me inhibición ·fe lo Ult..tml'I p~rte de le Vlt'I: 

metabblice a ñltas conr:::1=ntraci0nes de nitrato de amonio. Estos 

resul tactos 21par•.=ntt!'m,~nte no concuerdan cun lo obtenido en las 

determinacic,nes d~ alcnlo1des tot_ales, donde observ6 un mayor 

rend.irniento nl npli 1:;H- una concentrc1ciOn de 2500 nit~/.l el(! nitrato 

de amonio. SJn, embargo podria sug~rirse que el at1mento detec~ado 

en los alcaloides totales esta dado en otros intermediarios de 

esta v!a y no en una mayor síntesis (je (:;'Scopolamina, cuando 

menos en el tiempo en que se incubó a los cultivos en este 

trabajo (25 dias). 

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 

contenido de atropina en los tejidos crecidos en los medíos que 

contenían las sales d~l medio 85, ~sto es en los medios 85 y 

BSMS; en tanto que la síntesis de escopolamina es mayor en loe 

medios MS y MSBS. Esto podría indicar una mayor o menor 

eficiencia 

esta via 

de los tejidos para llevar a cabo la Ultima parte de 

metab6lica, en funci6n del medio en que se 

desarrollan. Sin embargo, dada la variabilidad que e~iste, seria 

necesario contar con un mayor nümero de muestras. 

De la tabla 12, los resultadoe muestran que los callos 

obtenidos de tallo. tienen al parecer una menor variabilidad en 

lo que respecta a los contenidos de atropina y escopolamina, 

además de las concentraciones más altas de estos dos alcaloides. 

Con rendimientos un poco menores estan los tejidos generados de 

embr10n y finalmente, en donde se observaron los rendimientos 

men~res de estoe alcaloides fué en loe calloA provenientes de 
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mer.isterno v hoja. Ue ~ste Ultimo. s6lo en una muestra se detectó 

atropin~ y en nin~una se encontr6 escorolamina. Los resultados 

antes mencion3dos son congruentes con lo que se obtuvo en las 

pruebas d~ alcaloides totel0s, d·~ndc t~mbién se 1)bservó q1Ja 

fuf.:·ron los tejidos 6enf.::rados dt! talle- y emtn'i,~n los qu~ tuvioron 

los rendimientos mbs 3ltos. 

Como puede dedticirse de la tabla 11 .. , lc•s 2·endimientos de 

atropina y escoDolamina fueron bajos comparados con los 

obtenidos por otros autores. Sin embargo debB considerarse que 

en este trabajo no se llt=.!VÓ a cabe• una selo:?cr;i6n de lineas y por 

lo t:anto los cultivos pu~den estar formados tanto de células 

productoras como de células no pr1:idui::-torac;:, lo que puede ser una 

de lae razones que contribuyerr;n para qu·~ los rendimientos 

obtenidos sean tan bajos. 

En sintesis, del present~ trabajo es posible establecer que 

bajo nuestras condiciones experimentales los tratamietos con 
-6 -8 

2,4-D 10 M sólo o en combinación con BA 10 M, fueron los que 

generaron un cello de características más adecuadas. siendo los 

explantes de tallo y embrión en los que se obtuvo una mejor 

respuesta tanto en la producción de biomasa como de alcaloides 

totales y especificamente de atropina y escopolamina. 

Cabe destacar, que un aumento en la fuente de carbono 

(sacarose a 57.). ejerce un ef~cto promotc..r en el crecimiento y 

probablemente en la diferenciación celular. 

Se observó también un aumento ~n la producción de biomaaa 

al incrementar el contenido de NH NO , en el medio hasta alcanzar 
4 3 

una concentraciOn de 1900 mg/l, concentr.aciones mayores provocan 

una reducción notable en el crecimiento, aunque inducen uns mayor 
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TABLA 14. - COMPARAClON DEL CONTENIDO DE HlOSClAMINA Y HIOSClNA EN 
CULTIVOS in vitro PE DIFERENTES ESPECIES. 

AUTORES ESPECIE HJOSCJAMlNA HIOSCINA 

1 Hashimoto y Yameda. 1983 Hyoscyamus niger 0.0600 ?. 0.0050 ?. 

2 Khanna y Khanna, 1g76 Datura m~tel . 0825 ~; 

J Oksman-Caldentev. 1987 Hvoscvamus mutict.is 0.0198 ~ 0.001689 '7.. 

4 Present~ trabajo, 1988 Uatura. inúx ia 0.l)00211 ~ 

Las metodologias seguidas para la cuantificacion de atropina v escopolamina en los trabajos 
anteriores, en el mismo orden fueron: 
l Cromatografía gas-liquido 
2 Cromatografia gas-liquido 
3 Radioinmunoensayo y enzimoinmunoensayo 
4 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas 



síntesis de alcaloides totales 

habl'3'r unil ¡n.)yo:· conc.-•~ntrai:-i6n de 3tropina y escupolam1na al 

aumentar la fuente de NH Nu , a1Jnque a 2500 mgtl el efecto en la 

sintesis de escopolam1na par~ce ser inhibitorio. 

En cuanto lC's medios tiasal.::·s qut'.! se ensayaron. fuó 

posible obRerv~r 11na mavor producc16n d~ biomasa ün el 1ncdio 

MSBS, seguido por el MS. Po:r •:·tI··) lado el compara1~ la n-?;SPUt~sta en 

los medion BS Y MS en relaci6n a la si11tesis de alcaloides 

totales, fué claru l<i mavor prc•dllr:<:"v~-n 0n el mcrli0 GS ( 2 ·.;.~c·::s 

mayor>. Sin embargo, 8sta r.-daci,)n no ne <:•bservó al cc..'mparar l<JA 

contenidos r~lativos de atropina v 8scopolamina. En este caso lo 

que se detect6 fué una mavor producción de atrop1n~ en lne 

medios BS v BSMS y de escopolamina en los medios MS v MSB5, pero 

como ya se mencionó existe una gran variabilidad en los 

resultados, lo cual hac~ n~cesario tomarlos con cautela. 

Probablemente la contribución mas importClnt~ en .-;uanto 

la presencia de atropina y es~opolamina, sea el hecho de que al 

detectar estos alcaloides en los callos, permite concluir que 

esta ruta matao6lica se expresa en el tejido indiferenciado v 

por lo tanto es potencialm~nte posible su optimización. 

Resulta interesante señalar que en algunos de 

tratamientos probados. parece haber una rela<:ión inversa entre 

el crecimiento y la slntesis de alcaloides. Esto concuerda con 

lo citado por algunos investigadores, quienes en relación a este 
1 

fen6meno han propuer,to ~1 ~ultivo en dos ~tapas, una con un medio 

que favorece un rtipido crecimiento, pero no la producción de 

alcaloides y una segunda, donde el crer:imiento se reduce pero l¿¡ 

biomasa producida durante la primera etapa aport3 una mayor 

91 



sintesis de los al•::aloides 

Por óltimo podem0s destacar algunas perspectivas seguir 

en s1Jbsigui~nte~ investigaciones, 

trabajo servirla de b~se: 

p.:ira las cuales el presente 

a) Estudiar la rogulación de la via metabólica de los alcaloides 

del trepano. 

b~ Seleccionar posibles líneos aobreproductoras para atropina y 

escopolamina. 

e} Probar la estabilidad de las lineas sobreproductoras. 

d) Establecimiento Je cultivos d•;: células en suspensi6n y 

optimizaci6n del medio. 

e} Finalmente, ob~~nidas lineas sobreproductoras 

estables, v optimizadds las condicion~s para la producción de 

estos alcaloides en cultivos es suspensi6n. eventualmente 

intentar un escalamiento. 
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ANi:XO 

1. - REACTIVOS 

- Acido 2,4-diclorofenoxiacético 

- Acido 1-nafta!enacético 

- Acido indol-3-acético 

- 6-benciladenina 

- Acido sulfórico 

- Alcohol isopropilico 

- Atropina 

- Cloroformo 

- Hidróxido de amonio 

- p-dimetilaminobenzaldehido 

- Sacarosa 

ICN Pharm. Inc. 

ICN Pharm. lnc. 

ICN. K&K Lab. Inc. 

J.T. 8aker 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

M~r•~l': 

J.T. Baker 

.J. T. Baker 

Merck 

Bioxon 

- Todas las sales inorganicas utilizadas fueron grado R.A. 
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2. - MEDIOS DE CULTI Vü 

MEDIO MS 85 

E.~ALES (mg/1) (Jng/1) 

l·lacronutr ientes 
NH NO 1'650 

4 3 
KNO 1 ,900 2,500 

3 
CaCl .2H ü /140 150 

2 2 
MgSO .7H O 370 250 

4 2 
l<H PO 170 

2 4 

<NH ) so 134 
4 2 '• 

NoH PO .H o 150 
2 4 2 

Micr0nutr ientes 
KI 0.830 o. 750 

H 80 6.200 J.000 
3 3 

MnSO .t.H O 22.300 
4 2 

Mn!;:O .H O 10.000 
4 2 

ZnSO .7H O 8.600 2.000 
4 2 

Na MoO .2H o 0.250 0.250 
2 4 2 

cuso .5H 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 20,00Q 

glicina 2.000 

pH 5.8 5.5 

VITAMINAS (mg/ll (mg/l) 

Inosi tol 100.00Q 100,000 

Acido nicotinico o.sao 1.000 

Piridoxina 0.500 1.000 

Tiamina o .100 10.000 
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