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1.- Resume!'! 

~ 
ú¡ueria trinervia Cavo es una planta silvestre que representa un sistema 
ideal para la biotransformadón de precursores de monoterpenos 
porque sintetiza estos compuestos en dos metabolones. Un canal 

metabólico es constitutivo y se expresa tanto en plantas completas como en cultivo 
de tejidos; mientras que el otro se induce con elidtores, en sistemas de cultivo en 
suspensión de la planta. En ei primer sistema el monolerpeno más abundante es el 
piquero!. sustanda interesante por su efecto alelopático, molusquidda. acaridda y 
sobre protozoarios; mientras en el segundo, el compuesto más notable es el 
piquerinol, una fitoalexina, que presenta actividad fungidda y antibiótica. Con el 
objeto de sobreprodudr los dos monoterpenos más abundantes en cada uno de los 
melabolones, se efectuaron ensayos de biotransformad6n de geranil pirofosfato 
(GPP), con cultivos de células en suspensión, cultivos induddos con elidtores y 
cloroplastos de P. trinervia. Se establedó cultivo en suspensión en medio-MS 
(Murashige y Skoog. 1962), adidonado con ANA (1 rng/l) Y BAP (1 rng/l). usando 
entrenudos como explantes. Se formó un cultivo semi-disgregado. formado por 
pequeños callos esféricos con núcleos verdes, que acumula piquero! A (entre 1.7 Y 
2.1 xIO·' mg/g. peso seco). durante la fase de crecimiento exponendal. Hasta donde 
sabemos, este es el primer sistema que produce monoterpenos en cultivos de células 
en suspensión de angiospermas. Se desarrolló un protocolo para produdr in vitro, 
plantas completas por organogénesis somática. Se optimizó la técnica de aislamiento 
y se hizo la caracterización quimica del piquerinol (2-metilen-7,7-dirnetil bidclo 
[3.3,1] heptano -4,6-diol), el monoterpeno más abundante en los cnitivos elidtados. 
Se estandarizó el proceso de sintesis quimica de GPP y GPP marcado con deuterio, 
mediante la optimizadón de ocho pasos secuendados: sintesis de dióxido de 
manganeso (MnO,), oxidación de geraniol. plLrificadón de geranial. reducción de 
geranial. purificadón de geranio!. sintesis de bis-trietilamoniofosfato, fosforilación 
del geranio! y purificadón del GPP. En los experimentos de biotransformadón con 
cultivos de célülas en suspensión, se obtuvieron las mayores concentraciones de 
piquerol (0.41 mg/g de biomasa seca), a las 48 horas de tratamiento, adidonando 30 
rng de GPP por malraz. En los cuitivos elidtados, la mayor tasa de rra!lsformadón 
se obtuvo a las 4S horas de reacdón, empleando 20 mg de GPP por matraz. Con estas 
condidones se obtuvieron 38.0 mg/g de biomasa seca (183.2 mg/g de proteina) de 
piquerinol. que representa una sobreproducción de 6.4 veces, en relación con los 
testigos y una efidenda de transformadón del 90%. Se estandarizó la técnica de 
aislamiento de c1oroplastos funcionales de hojas de P. trinervia. En todos los ensayos 
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de biotransformadón con doroplastos se obtuvieron piquerol y piquerinoL La etapa 
de creámiento que proveyó los doroplastos con mayor capaddad de transformadón 
de GPP, para los dos monoterpenos, fue la de floradón. En este sistema se 
obtuvieron rendimientos de 37.0 mg/g de proteína, que representa una 
sobreproducción de 341.0 veces, en reladón con los testigos; y 2.9 mg/g de proteína 
de piquerinoL Los cloroplastos resultaron el sistema más efidente de bioconversi6n 
de GPP en piqueroL 
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Abstraer 

§ iqUeria trinervia Cavo is a ;0Jd Mexican plant in the Asteracea family. lt 
could be a suitable system for precursor monoterpenes 
biotransformation for several reasons: it can synthesizes 

monoterpenes via two metabolic channels, The lirst route l5 constitutive and ¡he 
monoterpene is expressed in both liquid and salid cultures, while ¡he second route is 
indudble and responds to several pathogen and e1idtor substances. The most 
abundan! substance produced in the fus! system i5 piquerol A, it i5 interesting 
because, showns ¡he following effects: allelopatlúc, molusquldde, ru""1.d agains ¡he 
protozoa Trypanoso11Ul cruzi; wh!Je in the second system, the most abundant 
monoterpene is piquerinol, a phytoalexin, wich showns antifungal and antibiotic 
activity. In order 10 increase praducction of ¡he most abundant monoterpens in two 
metabolic channels, biotransformation of geranil pirofosfat (GPP) experirnents 
were carried. Experiments with ce!! suspension cultures, elidted cel! suspension 
culture and chloroplst of P. trinervia were carried. Compact, fast-growing greenish 
callus was generated in MS-medium (Murashige & Skoog, 1962), lO whlch 1 mg 1-1 

oí NAA and 1 mg 1-1 of BAP were added, using internades as explants. This callus 
aCCLirumated piquerol A beft.ru .... .J.,.'"lg !he si.x:th week of culture. Using tllis calli, a 
serrú -desegregated suspension culture (small spherical calli wilh greenish areas) 
was established, Yhe suspension culture accurnulated piquerol A during ilie 
exponential growth stage (1.7 lo 2.1 xlO-2 mglg, dry wt). Its spedfic rate of growth 
was 1.84 g/dayil (dry wt) and the duplication time was 7 days. Yo lhe best oí OUT 

knowledge, this is lhe firs! time that monoterpenes have been obtained from cel! 
suspension cultures of angiosperms. A protocol to regenerate whole plants by 
organogenesys was developed. Yhe structure af mos! substance produced in elióted 
cel! suspension culture, the 2-methylene-7,7- dimethylbicydo (3,3,1) heptane- 4,6-
dio!, or Piquerinol was determined. The synthesis process of geranli pirofosfat 
{GPP) íh"ld geranil pirofosfat deutered was standardized. This process consists in 
eight reactions: (MnO,) synthesis, geraniol oxidatioIl, geranial purification, geranial 
reduct!.on, geraniol purificaticn, bis-(triethyla..'1lonio} fosfate syntesis, geraniol 
fosforl!ation and GPP purification. In biotransformation experirnents with 
suspension ce!! cultures, lhe bigger piquerol concenlrations were obteined (0.41 
mglg dry M.), after 4S hours oí treatment, adding 30mg of GPP each flask. In 
elidted ceH suspension culture, ¡he best time of transformatían was 4S h, using 20 

rng of GPP each flask. In lhis conditions 38.0 rng/g mglg (dry M) (183.2 rnglg 
protein) of piquerino! were obtained, this represents a 6.4 tiines overproduction, 
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related with control groups and 90% transformation effidence. The functional 
chloroplasts aisolation ternic (P. trinervia's leafs) was stablished. In' 'all 
biotransformation experiments made with chloroplast, piquerol and piquerinol, 
were obteined. TIle growing stage tht showns the most activ chloroplasts, to 
transform GPP for both monoterpenes was the floration. In this systei¡r ~7.0 mg/g 
protein, of piquerinol were obtained, wich is 341.0 times bigger to ch1orci'P!astno 
trated. TIle chloroplast were the most eficient system to bioconvertion of GÍ'P 'in 
piquero!. 
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Familia de genes de las terpeno sintasas 

5 



Lista de tablas 

:, ~aiilii:'h 
Tabla 2 

Página 

:Ti'rpefí#:S%t:~~fl!iO:f9iñIÍ1!!ii<1AA~~ii<!i'§Xi~p:¡iJ!1j1~i.· :,' 
Comparación de seruencias parciales de aminoáddos de ~·cad.in~no 
simasa de algodón y otras óclasas de plantas 22 

;~t~\á<3}~;?f~Q#ol~:sPWJ~~~~~sldo~~~f!~1y;:r:5,~~~[~·%r~;\:~<'::,~~',~~:?:,;t~:? ~;~~óf 
Tabla 4 Historia de la biotecnología vegetal 37 

;1~~~~;1~:~~~~~§~1g;~!~~1;1Si~~~~ii1~~1,~~~~~~~~1~; 
Tabla 6 Plantas transgénicas con síntesis alterada de compuestos secundarios 42 

~!~~~t:i[t4~I!I~~.~~11I1I&ii~~fJ~W#~i~ 
Tabla 8 Espeóes vegetales empleadas en estudios de biotransformaó6n 52 
::'Tª~já'g~5~~~~~m~~tfiJP.%'1(~@,:~~~ffi!f~aYéS~G~f~f~~WVR~:;;g:§í; 
Tabla 10 de biotransformaóón de GFP con cultivos de p, 71 

12 

115 

6 



Lista de figuras 

Fig.l 
Fig.2 
Fig.3 

Fig.4 
Fig.5 
Fig.6 
Fig.7a 
Fig.7b 

Fig.8 

Fig.9 

Fig.IO 

Fig.11 

Pig. 12 
Fig.13 
Fig.14 
Fig. 15 

Fig.16 
Fig. 17 
Fig.18 

Fig.19 

Fig.lO 

Fig.21 

Fig.22 

Ruta acetato-mevalonato 
Biosíntesis de isopentenil pirofosfato 
Mecanismo propuesto para la formación de la l-deoxixilulosa 5-
fosfato 
Síntesis de los principales precursores de terpenos 
Comparación de secuencias de terpeno sintasas vegetales 
Árbol fIlogenético de terpeno sintasas vegetales 
Mecanismo de ciclización de monoterpenos 
Ruta propuesta para la bioconversión de geranil pirofosfato en 
(+ )a·píneno y ( +) bomil pirofosfato 
Esquema de la estructui-a del cloroplasto y el origen biogenético 
de las proteínas dé! pIganelo . 
Representadón esquemática del transporte de proteínas al 
lumen de tilacoides 
Elidtorésraia-es¡iedficos éodificados por genes de avirulenda 
fúngicos, bacterianos y virales, los cuales son reoonOcidos por 
los CCITespondi~tes genes vegetales de resistendap 
Modelo simplificado de la transducción de señales en las 
respuestas de defensa vegetal 
Estructura del piquero! 
Estrategia desarrollada 
Estructura del piquetinol 
Interacdones "c - IR ('J) obtenidas en el experimento HMBC e 
interacdones IH - IR en NOEdiff, NOESY 
~"'eSO de síntesis de geranH pirofosfato 
Mecanismo de la reacción de adldón de pirofosfato al geraniol 
Tiempo óptimo de biotransformadón de GPP en piquero!, en los 
cultivos de células en suspensión 
Concentración óptima de sustrato para la biotraosformadón de 
GPP en piquerol en cultivos de células en suspensión 
TiemllO óptimo de traosformad6n de GPP en viauetinol en los 
cultiVos éíidtadQS de P. trinervia. - -
Concentradón óptima de sustrato para la biotraosformadón de 
GPP en piquerinol por los cultivos elidtados 
Mecanismo propuesto para la síntesis de piquero! y piquerinol a 
partir de GPP 

Fig.23 Efidenda de biotraosformadón con doroplastos. A.' mg de 
__ --'p"'iguerol por muestra. B.- mg dep~<:@~rqJ_po~gr~()Ae proteína, 

7 

Página 

14 
15 

17 
19 
23 
25 
27 

28 

32 

35 

45 
65 
70 
89 

89 
91 
95 

98 

100 

102 

103 

105 

109 



.J:P I aprovechamiento de la maquinaria enzimática de células vivas para hacer 
(Q modificaciones específicas a sustalldas químicas, " para efectuar pasos 

limitantes en la síntesis de compuestos de interés, es una de las áreas más 
promisorias de la biotemología. Ante la demanda creciente en todos los segmentos 
del mercado de productos naturales, cada vez más industrias incorporan en la 
fabricación de sus productos uno o varios pasos de síntesis biológica por cuatro 
razones principales: 1) en muchas ocasiones la intrincada y fascinante arquitectura 
de las moléculas biológicas, a la cual deben sus propiedades, no puede construirse 
con síntesis química, la alternativa en este caso, es la utilización de los complejos 
enzimáticos que naturalmente las producen; 2) el manejo de transformadones 
biológicas, permite montar procesos más cortos, eficientes y baratos; 3 jla catálisis 
enzimática trabaja en condiciones fisiológicas, consume menos energfa, no demanda 
altas presiones y temperaturas, ni ocupa metales pesados, es por lo tanto, una 
tecnología de bajo impacto ambiental; 4) la intervend6n de sistemas biológicos, en 
el proceso de síntesis, permite seguir considerando a las sustancias "productos 
naturales", etiqueta que ¡es da ventajas comparativas en el mercado. 

Existen muchos procesos índustriales que involucran bioconversión de 
compuestos orgánicos efectuada por céluias microbianas. Son considerables las 
ventajas que ofrecen estos sistemas: existe una gran experiencia con fermentaciones 
que utilizan bacterias y levaduras, las céluias crecen rápidamente y tienen mucha 
resistencia a los efectos de corte " los biorreactores que existen en el mercado han 
sido diseñados para ellas y requieren medios de cultivos de b<l,io costo. Sin embargo 
no están. en los microbios las capacidades catalíticas que TIlAs nos illteresan. Las 
plantas, como reflejo de: su naturaleza autotrófica. su redundancia metabólica. la 
presenda de compartimentación metabólica que no se encuentra en bacterias o 
animales (debida a los plastidios y la vacuola 1, su condición sésil que complica más 
sus necesidades metabólicas y sus extensas capacidades biosíntéticas (Plaxton, 
1997}f son la principal fuente de sus~andas naturales en la Tierra. Ellas son las 
proveedoras más ínlportantes de alimentos terrestres, medicinas, combustibles, 
aceites y fibras; representan además, un inmenso repertorio de sustancias 
bioquímicas, íncluidos: saboTizantes, esendas, fragancias. desecantes, gomas, 
pigmentos, químicos fmos, sustancias farmacéuticas y nuevos compuestos con 
actividad biológica. 

1 Daño que sufren las cétu1a.s por la agitación mecá...njca en los re~ctores 
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El desarrollo de las tecnologías de cultivos de tejidos hizo suponer que era 
factible la utilización de cultivos vegetales en grandes biorreactores para la 
producción de fitoquímicos. Con esta intención se estudiaron intensamente las 
capacidades sintéticas de los cultivos de células de una gran cantidad de plantas, 
sólo para encontrar que la sintesis de metabolitos secundarios está fuertemente 
regulada, la productividad es baja y algunas rutas de sintesis no se expresan en 
cultivos indiferenciados. 

Empero, la posibilidad real de aprovechar células vegetales en la industria 
química puede encontrarse en la interacción de la química sintética con el cultivo de 
tejidos vegetales. Pueden conseguirse grandes rendimientos y productividades muy 
altas, si se adiciona a cultivos en suspensión, un precursor de los meta bolitas 
que la planta produce o sustancias extrañas que pueden sufrir 
modificaciones especificas. 

Durante la última década se ha incrementado mucho el interés en las 
transformaciones de compuestos orgánicos con cultivos de células vegetales. Se ban 
empleado plantas para llevar a cabo modificaciones de una amplia gama de 
sustratos, tanto naturales como sintéticos. Quizá la maquinaria catalitica de los 
cultivos vegetales que más se ha empleado es la capacidad oxido-reductora del 
metabolismo primario. No obstante, las mayores bondades de los cultivos de plantas 
se encuentran sobre todo, en las especificidades sintéticas del metabolismo 
secundario. 

Piquería trinervia Cav. una planta silvestre empleada en la medicina tradicional 
mexicana. puede convertirse en un excelente modelo para el estudio del 
metabolismo de monoterpenos y su producción por biotransforrnación. porque 
sintetiza monoterpenos en cultivos desdiferenciados, unos de forma constitutiva y 
otros durante la respuesta de defensa inducida con elicitores; cuando los cultivos son 
elicitados, producen varias fitoalexinas, con propiedades funguicidas, que se 
excretan al medio de cultivo; responde a varios hongos fitopatógenos y a diferentes 
sustancias inductoras. Con la intención de contribuir en este sentido, aquí 
presentamos los ~sultados de los experimentos de biotransformación de geranil 
pirofosfato (el intermediario ubicuo de la sintesis de monoterpenos en plantas), por 
cultivos de células en suspensión y de doroplastos aislados de Piquería trinervia, para 
la producción de piquerol y piquerinoL los dos monoterpenos más abundantes en 
esta planta. 
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m.- Marco teórico 

1. !El metabolismo especial 

r I? a vida en su forma más íntirna se circunscribe al pequeño ámbito de las 
J/ células. ahí las instrucciones de los genes se convierten en procesos de 

sintesis, transporte y degradación de sustancias. En esa compleja red de 
reacdones químicas catalizadas por enzimas, que llamamos metabolismo. se 
fundamentan todos los procesos biológicos. 

A partir del CO, atrapado en la fotosintesis, se inicia una intrincada trama de 
reacciones bioquímicas que llevan a la producción de ¡as sustancias esenciales para 
la vida: azúcares, aminoácidos, iípidos y nudeótidos. Las reacciones implicadas en 
los procesos de sintesis de estas sustancias, los sustratos, co-sustratos, co-enzLmas y 
combustibles (así como el código genético), son comunes a todos los seres vivos y se 
conocen como metabolismo primario. Estas soluciones evolutivas análogas en el 
diseño bioquímico de una amplia variedad de organismos forman la unidad 
fundamental de la vida. 

A pesar de su unidad bioquímica básica, los seres vivos fabrican miles de 
sustancias orgánicas particulares, formadas en rutas de sintesis especializadas, que 
inidan siempre a partir de alguna sustanda del metabolismo primario. A estas 
sustandas naturales, producidas sólo en ciertos géneros o especies, es a lo que 
hemos dado en llamar metabolitos secunda.'"Íos. 

La denominación metabolito secundario tiene connotación histórica,. Derivó de 
las primeras explicadones dadas a la presencia de compuestos sin fundón conocida, 
en el mantenimiento de los procesos vitales fundamentales, y por ello, de 
importancia secundaria para los individuos que los produáan (Beli, 1981). 

En los ültiLll0S 30 años, nuestra concepción del metabolisill0 secl.illdar-iü ha 
cambiado mucho, ascendió de poza de desperdicios celulares, hasta regulador de 
procesos ecológicos complejos, porque comprendimos que el papel de los compuestos 
secundarios debe buscarse no en el individuo que lo producel sino en las respuestas 
bioquímicas que induce en los organismos con los que convive (Croteau, 1987; 
Cavalier -Smith, 1992). Ahora sabemos que los metabolismos seamdarios son tan 
esenciales para la supervivencia como los intennediarios del metabolismo primario. 
Cumplen una amplia variedad de fundones: detienen predadores' potenciales; 
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incrementar la habilidad de competenda con otras espedes; protegen contra agentes 
estresantes del ambiente; atraen polinizadores, dispersores de semilias, simbiontes y 
parejas sexuales; contribuyen al crecimiento y sobrevivenda bajo condidones sub
óptimas (Smirnof 1995); permiten marcar territorio; constituyen señales de 
comunicadón química entre los miembros de una colonia; defensa contra 
organismos patógenos (Bell 1981); Y son los actores prindpales de la guerra química 
perpetua. librada contra competidores, predadores y parásitos (Gottlieb, 1990; 
Cavalier-Smith 1992). Un nombre más conveniente para ellos podría ser metabolitos 
espedales. 

La enorme variedad de productos naturales se debe a procesos azarosos de 
cambio y fuerzas selectivas particulares, que difieren en detalle de acuerdo con el 
organismo y las enzimas presentes. La diversidad es posible porque los seres vivos 
han encontrado soludones químicas diferentes, para problemas similares (Dayhoff, 
1980). Es posible que algunas caracterfsticas químicas reflejen más las necesidades 
del pasado, que las presentes, o que estén ahf porque los genes que las codifican, se 
encuentran asociados con otras caracterfsticas actnalmente valiosas para la especie 
(BelL 1980). El incremento en diversidad en la química de sustancias especiales trae 
ventajas selectivas al productor porque aumenta las posibilidades de respuesta a los 
retos de su entorno. 

Los metabolitos secundarios se caracterizan por lo siguiente: 

~ Son sustancias naturales; 
~ con una gran heterogeneidad de estructuras químicas; 
~ de distribudón restringida (se encuentran sólo en dertos géneros o especies); 
~ sintetizadas en rutas metabólicas multipaso, estrechamente reladonadas, 

fuertemente reguiadas, a través de ramíflcadones laterales del metabolismo 
primario; 

~ existe compartimentadón de enzimas, precursores, intermediarios y productos 
involucrados en su biosintesis y catabolismo; 

~ la expresión de las enzimas involucradas en su metabolismo se da en células 
especíalízadas y en momentos particulares del desarrollo del individuo que las 
produce; 

~ son sustandas de imponanda relativa para las células que las sintetizan y de 
gran imponanda para el organismo como un todo 

Actualmente se conocen dentos de miles de metabolitos secundarios, pero tal vez 
existan millones y el número va en aumento, se siguen sintetizando nuevos 
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productos porque la evolución y las Interacciones bióticas dentro y entre especies 
continúan. A pesar de su enorme diversidad, todos los metabolitos seamdarios 
derivan de alguna de las siguientes sustancias del metabolismo primario: u
aminoácidos, acetil CoA, ácido mevalónico, Intermediarios de la ruta del ácido 
shikímico e intermediarios de la poza de la triosa fosfato (Rebert, ! 989; Eisenreich, 
et al., 1996). En atención a su bioslntesis, los compuestos del metabolismo 
secundario pueden ciasificarse en tres grupos principales: los fenoles y polifenoles, 
los terpenos y los productos del metabolismo especial del nitrógeno (Plaxton, 1997). 
A continuación revisaremos ll..'l.O de estos grandes gmpos, el de los terpenos. 

2. Terpenos 

Los derivados de ¡sopreno son tal vez, el grupo más grande de productos naturales, 
se han reportado más de 30,000 terpenos y terpenoides naturales y su número sigue 
en aumento(Croteau, et al., 1994). Hay dos criterios para dasificar terpenos, el 
primero atiende a la presencia de anillos, as! los terpenos pueden ser delicos o 
abiertos; la segunda los agrupa por el número de átomos de carbono, los de cinco 
son hemiterpenos, los de diez, monoterpenos, son sesqníterpenos los de quince y 
diterpenos los de veinte. La gran mayoría de los terpenos son metabolitos 
secundarios de plantas, ellas pueden sintetizar (y catabolizar) muchos tipos 
diferentes de terpenos. desde sustancias con cinco carbonos hasta moléculas con 
cuarenta (Funk et al., 1992). Un número mucho más pequeño de terpenoses 
producido por hongos. 

Los terpenos tienen una amplia variedad de funciones biológicas. Por ejemplo, la 
vitamina A actúa como fotorreceptor en animales, algunos alcoholes terpénicos 
desempeñan un papel muy importante en la señalización celníar en vertebrados y 
son elementos cromóforos de las bombas de protones manejadas por luz, en ciertas 
bacterias; el colesterol es un componente esencial de las membranas de células 
eucarióticas (Eisenreich et al., 1998). En los vegetales las funciones que Cll..'!lplen 
estas süstandas son muy diversas: son pigmentos !otosintéticos (carotenoides y 
doromas), hormonas vegetales (ABA y giberelinas), transportadores de electrones 
{ubiquincna y plasuquinoila), rn.ediadores en el ensambie de polisacáridos, 
componentes estructurales de la membrana y sustancias de comunicación y defensa 
(Colbyetal., 1993; Goodwin y Mercer, 1988; McGarveyy Croteau, 1995). 

Este tipo de compuestos derivó su nombre de una sustanda colorida, la 
trementina, también liamada turpenina, palabra que dio origen a la denominación 
terpeno (ChappeU, 1995). En un principio se pensó que los terpenos derivaban de 
precursores sendlios tales como el fameso!, el geraniol y el escualeno. En 1953 se 
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determinó que merecfan ese nombre las sustancias derivadas de unidades isopreno. 
Dichas unidades debían cumplir con Una regla. la de unirse de cabeza a cola. Cinco 
décadas de investigación han mostrado que esta regla especial tiene demasiadas 
excepciones para serlo (Chappell, 1995). Hoy se sabe que todos los terpenos son 
ensamblados biosintéticamente a partir de dos precursores: isopentenil pirofosfato 
(IPP) y dirnetilalil pirofosfato (DMAPP) (Satterwhite et al., 1985). la biosintesis de 
terpenos puede dividirse en varias etapas: 

~ En la primera ocurre la sintesis de isopentenil pirofosfato, la isomerización a 
dirnetilalil pirofosfato, condensación de estas dos unidades Cs' catalizada por la 
preniltransferasa, para formar geranil pirofosfato (GPP) y la subsecuente 1'-4 
adición de isopentenil pirofosfato para formar farnesil pirofosfato (FPP) y 
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (Boblmanetal., 1998) 

~ En la segunda etapa, intervienen las preniltransferasas, enzimas encargadas de 
formar las moléculas básicas para la producción de monoterpenos, 
sesquiterpenos y diterpenos. El prenil difosfato experimenta un rango de 
cidizaciones basada en variaciones de un mismo mecanismo para producir un 
esqueleto parental de cada dase. Entonces, el geranil pirofosfato (GPP) da origen 
a monoterpenos (CIO ), El farnesil pirofosfato (FPP) a sesquiterpenos (CI,) yel 
geranil-geranil pirofosfato GGPP a diterpenos(C20 ). Los terpenos de más de 
veinte átomos de carbono como los esteroides y carotenoides, se sintetizan por 
condensación de estos intermediarios (Bohlman et al., 1998; (McGarvey y 
Croteau, 1995). 

~ En la tercera etapa ocurren transfonnaciones secundarias de estas moléculas 
catalizadas por terpeno sintasas (cidasas); los esqueletos básicos experimentan 
una variedad de transfonnaciones redox (oxidaciones, reducciones, 
isomerizaciones, conjugaciones), las· cuales llevan a la formación de miles de 
terpenos diferentes que componen los aceites, turpeninas y resinas de origen 
vegetal. la mayoña de las hidroxiladones o epoxidaciones involucran a P-450 
dtocromo oxidasas (Karp el al., 1990; Funk el al., 1994; McGarvey y Croteau. 
1995; Neauela/., 1997). 

Los terpenos de plantas superiores, han sido estudiados ampliamente, pero 
la biosintesis de los isoprenoides precursores de terpenos, todavia no es dara. a 
pesar de que se han estudiado por varias décadas. En la década de los 50s, 
observaciones iuidales indicaron que estos monómeros isopreno son derivados del 
mevalonato. Durante cuatro décadas se pensó que todos los terpenos derivaban de 
esta ruta biosintética común. conodda como ruta del mevalonato. la ruta del 

!3 



mevalonato (dilucidada primero en 
células animales y levaduras) está 
dividida en cuatro pasos (Fig. 1 Y 
Fig. 2). El paso inicial involucra la 
fusión de tres moléculas de acetil 
CoA, con la intervención de dos 
enzimas: dos moléculas de a.cetil 
CoA se condensan para formar 
acetoacetil CoA y una adición aldol 
de otra molécula de acetil CoA 
produce 3-hidroxi - 3-metilglutaril 
CoA, la cual es reducida a ácido 
mevalórnco en el paso subsecuente. 
El rnevalonato es entonces 
fosforilado para formar el3-fosfo 5-
pirofosfomevalonato y la 
subsecuente eliminación de fosfato 
y CO, rinde el IPP, el cual puede ser 
convertido en DMAPP por una 
isomerasa. 

Desde el descubrimiento de la 
ruta del mevalonato han sido 
publicados muchos estudios de 
biosíntesis de una amplia variedad 
de especies (Croteau et al., 1985; 
Wheeler y Croteau, 1988; Wheeler 
y Croteau, 1990; Pyun et al., 1994; 
Endo y Suga, 1992). En muchos 
casos, sin embargo, los datos 
experi.mentales de la biosíntesis de 
terpenos específicos en plantas y 

microorganismos no puede ser 
explicada fácilmente por la ruta de! 
mevalonato (Norman et al., 1990). 
Específicamente, acetato y 

mevalonato no son incorporados 
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eficientemente en los terpenos bajo estudio. El mevalonato puede servir como 
precursor de sesquiterpenos, fitoesteroles y carotenoides (Croteau el al., 1972; 

Nemethy el al .. 1983), pero mevalonato y acetato son íncorporados pobremente en 
mono y di-terpenos (Funk el al., 1994; Dudley el al., 1986). Se han propuesto 
complejas hipótesis en un íntento por reconciliar estas evidencias con el paradigma 
universal de la ruta del mevalonato como origen de todos los terpenos de todos los 
organismos: 

~ que acetato y mevalonato son translocados pobremente a los sitios subceluiares 
de biosíntesis; 

~ que ocurre recidaje rápido de sustratos; 
~ que se perturbó la ruta normal, la cual requiere necesariamente concentraciones 

fisiológicas de sustratos; 
~ o que estos sustratos son degradados por ínhibidores enzimáticos potenciales. 

La primera pista para comprender el comportamiento de esta ruta biosíntética se 
encontró cuando se descubrió que la ruta clásica del mevalonato para la formación 
de isoprenoides no existe en un buen número de bacterias y en los tilacoides de 
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cianobacterias. Más tarde se descubrió en microorganismos una nueva ruta para la 
bioslntesis de isopreno: la ruta de la deoxixilulosa, que Involucra la condensación de 
una triosa fosfato con un acetaldehído y un subsiguiente rearreglo del producto 
(Eisenreich et al., 1996). Por otra parte hay evidencias de que esta ruta también se 
encuentra en plantas superiores (Helntze et al.,1990). En estudios de incorporación 
de "c glucosa en ginkgolidos de Ginkgo biloba, realizados en la década de los 80, se 
determinó que la formación de IPP, la unidad fundamental de la bioslntesis de 
terpenos, ocurren en dos rutas biosintéticas con mecanismos distintos, que se 
encuentran casi completamente segregadas entre el citosol y los plastidios. Mientras 
las unidades IPP involucradas en la formación de sitoesterol se forman a partir de 
ácido mevalónico por la ruta clásica del acetato, la bioslntesis de las molécuias de 
IPP que formarán gingólidos y biobálidos, no usa ácido mevalólüco, son formados de 
monómeros de isopreno por la contribución de fragmentos de la glucosa de tres
carbonos y dos-carbonos (Neau etal., 1997). Esto no podía explicarse por la ruta del 
mevalonato, en la cual se utilizan sólo bloques de construcdón de tres carbonos (por 
ejemplo, acetil CoA). 

Estudios posteriores concluyeron que en la nueva ruta, los isoprenoides 
derivaban de Intermediarios de la poza de la triosa fosfato (Fig. 3). Se sugllió la 
condensación cabeza-cabeza de gliceraldehído 3-fosfato y acetaldehído activado 
generado de pLruvato por una descarboxiladón tianrina-fosfato-dependiente. 
Mecanismo que ahora es un universalmente aceptado (Eisenreich et al., 1998). 

En E. colí y Bacillus subtilis la ¡·deoxixilulosa es catalizada por la enzima piruvato 
deshídrogenasa, la cual usa piruvato y g!iceraldehído como sustratos y requiere 
tiamina pirofosfato como cafactor (Eisenreich et al., 1998). Experimentos in vivo 
documentan inequívocamente la incorporación de la l-deoxixilulosa al precursor 
isoprenoide por procesos intramoleculares (Tabla 1). La ladeoxixilulosa ~ógena 

puede estar entrando a la ruta vía fosforiladón por una carbohídrato kinasa con 
amplio espectro de sustrato. Es posible que la l-deoxi- D- xilulosa 5 fosfato más que 
la l·deoxixilulosa sea el precursor en la ruta alternativa de bioslntesis de terpenos. 
La enzima de la l-deoxi· D- xilulosa 5 fosfato sintasa de menta, ha sido donada y 
expresada en E. eoli. El gene de 71 kDa contiene un péptido de tránsito a plastidio. 
En base a la secuenda de este gen se ha determinado la presencia de genes 
homólogos en varias especies de plantas y microbios (Eisenreich et al., 1998). 

Aunque los intermediarios entre ¡ -deoxi· D- xilulosa 5 fosfato y ¡PP/DMAPP 
todavía no han sido caracterizados, la transformación total debe Involucrar un 
rearreglo del esqueleto así como tres pasos de reducdón y al menos un paso de 
fosforilad6n. Pero no se ha obtenido afin ll.a."la evidenda formal de que IPP y DlviAPP 
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son intermediarios de la ruta de la 
deoxixilulosa. No se sabe tampoco si el 
producto inicial es IPP o DMAPP 
(Eisenreichetal.,1998). 

las dos rutas para la biosintesis de 
terpenos, la de! mevalonato y la de la 
deoxixilulosa fundonan en las plantas 
superiores, operan separadas por 
compartimentalizad6n en dos 
maquinarias biosintéticas de terpenos: la 
ruta de! mevalonato aparentemente se 
localiza en e! dtoplasma. mientras la ruta 
de la deoxixilulosa parece que opeta en e! 
plastidio. Hay evidendas de un limitado 
intercambio de metabolitos entre las dos 
rutas (Heintze et al.,1990). 

la evolud6n de las dos rutas de 
terpenos puede ser evaluada por su 
distribudón en diferentes reinos. las 
arqueobacterias aparentemente utilizan 
la ruta del mevalonato. En eubacterias, 
puede encontrarse o la ruta del 
mevalonato o la ruta de la 1-
deoxixilulosa fosfato. las danofíceas 
utilizan la ruta de la 1 deoxixilulosa. 
Ambas rutas parece que operan en 
compartimientos separados en células 
vegetales. 

Un sólido cuerpo de evidendas 
estructutales, bioqufmicas y moleculares 
apoya la teoña que postula que los 
doroplastos se originaron por endodtosis 
y subsiguiente endosimbiosis de 
danobacterias (Gray, 1991). Los genes 
que codifican para las enzimas de la 
deoxixilulosa pueden haberse 
transportado de! endosimbionte 

17 

000 

~C02 
R HO 

~ 
" S 

o@@ ., r 
H~CH'@ 

o 17 

21 

OH 

Fig. 3.- Mecanismo propuesto para la formadón 
de la 1-deoxixilulosa 5- fosfato 



primitivo al genoma nudear. Esto implicaría que las dos rutas de terpenos 
codificadas en el núcleo de las células vegetales, tienen un origen doble, ¡as enzimas 
de la ruta del mevalonato se heredaron del hospedero met3..'1ogénico, mientras las 
enzimas de la ruta de la deoxixilulosa pudieron derivar de la bacteria fotosintética 
endosimbionte, emparentada con las cianofíceas, que dio origen a los plastidios 
(Eisemeichetal.,1998). 

Tabla 1.- Terpenos con incorporación conflrmada de l-deoxi- D- xilulosa 

Terpeno 
UbiqtÍinona 
Ginkgolidos 
Diterpenos 
Molécula fito! de la 

doroflla 

¡sopreno 

Organismo 
E. <o1i 
G. hiloba 

Salvia miltÜJrrhiza 

Catharanthus roseus 
Lemna gibba 

Cyanidium caldarium (alga roja) 

Scenedesmus obliJ¡uos (alga verde) 
Chlamy damonas reinhardtii (alga verde) 
Populus nigra 
ChelidfJnium majus 
Salí;( viminalis 

Fuente: Eisenreichetal., 1996 

La aC.L.TTIuladón de terpenos en una plan.ta, a pa..-Jr de dos rutas biosintéticas que 
operan en dos comparti..~entos celulares requiere de reguladón compleja. El 
fenómeno de compartimentalizadón metabólica adidona un nivel extra de control. 
La tasa de biosÚltesis está determinada además por: los niveles de actividad y ¡as 
propiedades cinéticas de ¡as enzimas de ia ruta; el balance entre procesos sL'ltéticos y 
catabólicos particulares de cada vía; la tasa de producción del precursor básico (IPP) 
o su reparto en cada compartimiento; y del intercambio de metabolitos comunes 
entre las dos rutas (McGarvey y Croteau, 1995; Dixon et al., 1996; Heintze et al.,1990; 
Gershenzon y Croteau, 1990). 

El flujo de carbono hada las dos rutas biosintéticas depende en buena medida, 
del suministro de ¡PP. El origen del¡PP parece diferir en distintos tejidos y estados 
de desarrollo, por eso no es posible adoptar un modelo general de organización. No 
es claro tampoco cual es el origen de ¡PP en los diferentes organelos. En contraste, 
los sitios subsecuentes de la biosÚltesis de terpenos son daros. Hay por lo menos tres 
compartimentos celulares autónomos donde la sfutesis se efectúa, el RE en dlosol 
para sesquiterpenos y triterpenos; el plastidio para monoterpenos, diterpenos, 
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tetraterpenos y carotenoides( así como moléculas prenilo para clorofIla y 
plastiquinonas); y mitocondria y/o aparato de golgi. para la biosíntesis de 
ubiquinona (Mettal et al., 1988; Guo y Wagner, 1995; Sun y Kamiya, 1994; 
Yarnaguchietal., 1996; Reil Y Berger, 1997). 

~CliOpp - ~CliOpp 
,pp 

v DMAPP 

~ct\Opp 

CliOPP 

CHOPP 

GGPP 

Fig.4.- Síntesis de los príndpales precursores de terpenos 

En la ruta del mevalonato, se ha identificado a la hldroxi-metil-glutaril-CoA 
reductasa como enzima regulatoria (ChappelL 1995; Reil y Berger, 1997). En el 
punto donde la síntesis de cada tipo de terpeno diverge (Fig. 4), se localizan· otras 
enzimas regulatorias, las preniltransferasas. Algunas de estas enzimas pueden 
sintetizar los intermediarios de los diferentes grupos de terpenos: geranil pirofosfato 
(GPP), farnesil pirofosfato (FPP) y geranilgeranil pirofosfato (GGPP), sin embargo, 
suelen tener mayor afinidad por alguno de los sustratos y dependiendo de ella se 
localizan en organismos distintos (Gershenzon y Croteau. 1990). Las dclasas son 
también enzimas regulatorias con localización especial en las células. Estas enzimas 
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están involucradas en la regulación de flujo metabólico porque operan en puntos de 
ramificación metabólica y catatizan el primer paso que lleva a varias clases de 
terpenos. 

3. 1IIIoII!oterpenos 

Los monoterpenos son compuestos de bajo peso molecular formados por diez átomos 
de carbono (dos unidades ¡sopreno). Son sustancias coloridas, lipofílieas, volátiles, 
responsables del olor característico de muchas plantas. Ellos se han encontrado en 
cerca de cincuenta familias de angiospermas y suelen ser los constituyentes 
principales de los aceites y resinas de ¡as gimnospermas (Gershenzon y Croteau, 
1990). Al igual que otros metabolitos secundarios que se excretaD., cumplen roles 
ecológicos: atraen polinizadores, son agentes a1elopáticos o sustancias de defensa 
contra predadores y parásitos (Colby et al., 1993; Chappell, 1995; Gershenzon y 
Croteau, 1990; Goodwin y Mereer, 1988 ). La gran mayoría de los monoterpenos 
naturales de plantas son compuestos ádicos basados en fu'1. arJllo ddohexanoide, 
sintetizado por monoterpeno cidasas (Colby et al., 1993; Croteau, 1987). Hay 
también monoterpenos acíclicos como el mlreeno y el linalool. 

La importallda económica de los monoterpenos es muy grande, son muy 
apreciados en la industria de los saborizantes y aromas (Borg. Karlson et aL, 1994). 
Sus usos comerciales también comprenden ¡as áreas farmacéutica y agroqufmica 
(McGarveyyCroteau, 1995). 

A pesar de su lmponancla biológica y comerdal es poco lo que se conoce sobre el 
metabolismo de los monoterpenos. Han sido varias las causas de esta simad6n: 
procesos d.e reguladón espadales y temporales muy complejos, DaJas 
concentraciones de las cidasas en extractos de hojas completas, presencia de otras 
enzImas que compiten por actividad, como las fosfohidrolasas derivadas del mesófllo 
de las hojas y ialta de disponibilidad hasta hace poco tiempo, de sustratos 
radiomareados. Afonunadamente esta situación ha empezado a revertir y se cuenta 
ya con varios sistemas adecuados para estudios bioqufmieos (Chappell, 1995; 
McGarvey y Croteau, 1995), gracias a los avances en la extracción de glándulas 
epidérmicas, a las técnicas cromatográficas de af"midad, al desarrollo de métodos 
radioquímieos muy sensibles y al empleo de inmunologia y biología molecular 
(Croteau, 1987). 

El control de la biosfntesis de monoterpenos es múltiple, comprende regulación 
temporal, espacial y ambiental. Los niveles de acumulación de los monoterpenos 
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sufren cambios drásticos durante el crecimiento. Aparecen en estructuras secretorias 
en ciertos órganos de la planta como hojas y flores, en momentos particulares del 
desarrollo del vegetal - casi siempre en la fase juvenil - y bajo estímulos espedales 
como estrés hfdrico. La smtesis de monoterpenos está regulada también por luz y 
concentración de CO, (Lewinsoho el al., 1993; Gleizes el al., 1980; Chappell, 1995; 
Gershenzon y Croteau, 1990; McGarvey y Croteau, 1995; Loreto el a/., 1996). 

La regulación espacial comprende limites histológicos, celulares y subcelulares. 
(Savage el al., 1996). Dada su característica hidrofóbica, los monoterpenos son 
generalmente acumulados en estructuras secretorias complejas, tales como ductos, 
cavidades de resina o tricomas glandulares (Gershenzon el al., 1989; Karp el al., 1990; 
Hallahan el al., 1998; Croteau, 1987). La complejidad y estructura de los ductos, 
cavidades, glándulas y tricomas determina, en alguna medida el nivel de la 
producción. La biosmtesis puede estar restringida a los tejidos donde las sustancias 
se utilizan, pétalos de flores, para los atrayentes de polinizadores, cromoplastos del 
fruto, para colorantes que indican maduración a los dispersores de semillas, capas 
epidermales aéreas para los compuestos volátiles, tejidos epidermales o panes de la 
planta importantes para la reproducción y la supervivencia para compuestos de 
defensa; etcétera (Wmk, 1997). Las células involucradas en la smtesis tienen 
retfculos endoplasmáticos bien desarrollados y poseen abundancia de plastidios 
(Gershenzon y Croteau, 1990; Wickham Y West, 1992). 

Estudios efectuados en 45 especies de plantas demuestran que a nivel subcelular, 
los plastidios (leucoplastos y cromoplastos) son el sitio exclusivo de smtesis de los 
monoterpenos (McGarvey y Croteau, 1995). La conversión metabólica y el flujo de 
la misma se regulan en el organelo por las enzimas presentes (cidasas y una 
preniltrasnferasa que sintetiza predominantemente GPP, isopentenil pirofosfato 
(IPP) isomerasa y la geranil transferasa) (Feron el a/., 1990; Dudley el al., 1986); por 
la permeahilidad de la membrana intracelular a precursores, intermediarios y 
productos; y por la disponibilidad de cofactores. 

A nivel enzimático la regulación incluye tanto cambios en la cantidad absoluta 
de enzimas, resultado de variación en la tasa de smtesis y degradación, controlados a 
nivel transcripcionaL como cambios en la capacidad catalitica relacionados con 
modificación alostérica o covalente, regulados a nivel post-transcripciona! 
(Gershenzon y Croteau, 1990). 
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4. Cic§asas 

La mayoría de los terpenos son ddicos y contienen sistemas múltiples de anillos, 
cuya estructura básica es determinada por enzimas altamente específicas llamadas 
terpeno sintasas o ddasas (Bohlman et al .. 1998). Estas enzimas han redbido 
considerable atendón porque las reacdones que catatizan determinan en gran 
medida ¡as características básicas del ¡erpeno fmal; por su posible importancia 
regulatoria como punto de ramillcadón en el metabolismo de isoprenoides (Alonso 
et al., 1992) Y por su catálisis inusual, con múltiples pasos de reaedones 
secuendadas que involucran isomerizadón, dclizadón y desprotonadón de 
intermediarios carbocatiónicos (Gershenzon y Croteau. ¡ 990). 

Las sesquiterpeno delasas de dtosol y las monoterpeno, sesquiterpeno y 
diterpeno delasas de eloroplasto son muy pareddas. La notable semejanza de 
características de enzimas responsables de generar compuestos parentales de varios 
tipos, está reladonada con el hecho de que estas enzimas tienen mecanismos de 
acdón análogos que involucran pasos comunes (Chen et al., 1995). Esta semejanza 
de fundones es refiejo de la slmilitud de la estructura primaria (Fig. 5) de todas las 
¡erpeno delasas del origen vegetal (Tabla 2) (Straks et al., 1997). En cambio hay muy 
poca slmilitud entre las delasas fúngicas y las vegetales (Back y Chappell, 1995). 

Tabla 2.' Comparadón de secuendas pardales de aminoáddos de 
S-cadineno sintasa de algodón y otras dclasas de plantas 

Planta Aminoáddos Identidad Similitud 
No. Seruenda (%) (%) 

Mm/ha spicata' 179 FKNEEGEFK 67 100 
Gossypium hirsutum FKDEQGNFK 
Nicoffafui tabacum 128 FQDENGKFK 67 67 
Hyoscyamus muticus 128 FQDANGKFK 56 56 
Ricinus communis 183 FKDSDGKFK 67 78 

Mm/ha $picata 310 KLPF 75 100 
Gossypium hirsutum KLPY 
Nicotianá ta'b.acum 259 TLPY 75 75 
Hyoscyamus muticus 258 TLPY 75 75 
Ricinus communis 313 DIPY 50 75 

Mentha spicata 575 NGDGHGT 43 57 
Gossypium hirsutum EGDGTIY 
NicotianLI tabacum 523 NLDGYTH 57 71 
Hyoscyamus muticus 522 NQDGYTH 57 71 
Ricinus communis 578 YGDGYTD ~, 

'" 71 
Fuente: Davis r:t al., 1996 
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Fig.5.- Comparación de secuencias de terpeno sintasas vegetales 
Fuente: Bohlmonn el al., 1997. 
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Numerosas terpeno ddasas de plantas -tanto de angiospermas como de 
gimnospermas- y de microorganismos han sido parcialmente o completamente 
purificadas y caracterizadas (Wildung y Croteau, 1996; Wise et al., 1998). Estos 
estudios induyen evaluadón de los mecanismos de reacción propuestos, eficacia de 
sustratos análogos, empleo de inhibidores suicidas' y el uso de agentes químicos 
modificadores, para identificar los aminoáddos esenciales para la catálisis (Back y 

Chappeli, 1995). Más de 30 terpeno sintasas de plantas han sido donadas, muchas 
de las cuales codifican enzimas del metabolismo secundario. (Dudley et al. 1986; 
Mau y West, 1994; Davis et al., 1996; Voget et al., 1996; Chen el al., 1995). 

La secuencia de Aa de estas enzimas permite la subdivisión de los Tps' genes en 
seis subfamilias (Fig. 6), designadas Tpsa hasta Tpsf. Cada subfamilia tiene un 
mínimo de 40% de identidad entre sus miembros. La similitud en las secuencias de 
arninoáddos de las cidasas de diferente tipo proporcionan bases experimentales de 
la propuesta de un ancestro común de estos genes vegetales (Mau y West, 1994; 
Savage el: al., 1994; Chen el: al., 1995). La comparación de los genes de terpeno 
si¡1tasas de diferentes grupos, reveló una estructura general global con seis inuenes' 
posicionalmente conservados. Este patrón de conservadón ha guiado experimentos 
donde pUeden ser intercambiados dominios de exones4 entre diferentes sintasas 
(epi -aristolocheno y vetispiradieno) para produdr protefnas quiméricas fundónales, 
algunas de las cuales producen mezclas de los productos enzimáticos originales. 

La comparación de secuendas de los genes de sintasas puede permitir aislar 
nuevas secuendas dentro de las seis subdivisiones de la familia de genes vegetales 
de las terpeno sintasas (Tps). Hasta el momento se ha determinado la estructura 
tridimensional de una sola dclasa (Straks , 1997). La estructura cristalina de la epi
atistolocheno sintasa revela una proteina compuesta completamente por a-hélices 
conectadas por rizos y vueltas cortos, que forman un sitio activo a-barril de dos 
capas. La enzima está compuesta de dos distintos dominios estructurales. Un 
dominio sitio C-tennLnal activo y un. dominio N-terminal, cuya estructura recuerda 
el núcleo catalítico de las glicosil~hidrolasas. 

1 Inhibidores que se unen a la enzima y ya no se separan de ella. 
2 Abreviaturas de los genes que codifican para las terpeno sintasas. 
1 En los eucariontes, secuencia de DNA que forman parte de un gen.. se transcriben.. pero no forman 
parte del RNA mensajero porque son cortadas de la molérula antes de que salga del núcleo. 
4 En los cromosomas eucariónticos. porciones de ADN que forman parte de un gene que codifican 
para una prote1na 
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Fuente: Bohlmann el al., 1998 
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5. Monoterpeno cíe/asas 

Se conocen cerca de 1000 monoterpenos y se estima que son sintetizados por 
alrededor de 50 cidasas (Croteau, 1987; Bohlman et al., ¡ 998). Cada sintasa cataliza 
una reacción química distinta; sin embargo, las reacciones ocurren por un 
mecanismo canónico de cidizaci6n similar (Chen et al., 1995). Muchos átomos de 
carbono del sustrato experimentan alteraciones en sus uniones, ocurren también 
adidones internas y rearreglos, hibridizaciones y cambios de configuradón (Colby et 
al., 1993). 

En las dos últL'!las décadas se han. hecho estudios extensos para establecer !os 
detalles básicos de la cidización, que han ilevado a la fonnuladón de un mecanismo 
general y una hipótesis estereoquimica para la fonnación de los prindpales 
prototipos de esta dase de compuestos, a partir de GPP (Fig. 7a y 7b): puesto que el 
GPP no puede ser ddado directamente por la doble unión trans C2-C3, el 
mecanismo de reacción necesariamente involucra, tanto isomerizad6n como 
ddizadón (Croteau etal. 1994). El GPP se ioniza con la asistencia de un metal iónico 
divalente. La iotizadón inidal y rearreglo suprafacial de la molécula lleva a la 
fonnadón de un isómero almco terciario o (-)- (3R) o (+ )-(3S)- linalil difosfato 
(I..PP) (2) dependiendo de la er..zL'11a pa..'1:icular. El allicaio difosfato resulta..YJ.te se 
rearregla para fonnar el isomero terdario alíllco unido a enzima, 3R- o 3S linalil 
difosfato (LDP). Después de la rotación del conf6nnero cisolde, el LDP se ioniza y 
dcliza en la forma a..!ti~endo al correspondiente 4R o 4S a-terpenil catión (3). El 
ultimo intermediario puede ser entonces transfonnado a cualquiera de los 
monoterpenos monoc!cIicos o bic!cIicos por la combinación apropiada de delizadón 
electroflclica y/o rearreglo seguido por un cambio de carga positiva por 
desprotonad6n o captura de un nudeófilo externo como agua o el in pirofosfato 
original (Arigoni et al., 1993). La combinadón particular de ddizaciones 
electrofillcas internas y rearreglos antes de la terminación hacen a cada ddasa 
única. Transformaciones subsecuentes de un esqueleto básico, que involucra 
oxidaciones, reducciones, hidratadones, conjugadones e isomerizaciones, dan por 
resultado gran nt'Lrnero de derivados. Se han realizadO' mm:: .. l-¡os estudios de 
hidroxilación de monoterpenos, estas reacciones son catalizadas por sistemas 
citocromo P-450, que utilizan oxigeno molecular y NADH (Croteau, 1991). 

Como las monoterpeno sinlasas se encuentran en bajos niveles en las plantas y 
se localizan exdusivamente en plastidios de órganos espedalizados (McGeady y 
Croteau, 1995; Colby et a/. 1993), no son fáciles de purificar. Por eso la gran mayoría 
de las rutas biosintéticas de los monoterpenos delicos permanecen desconocidas 
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Fig. 7a.- Mecanismo de dclizadón de monoterpenos 
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(Croteau y Karp, 1976). La purificación de proteínas de monoterpeno ciclasas de la 
misma especie se ha visto lhnitada por la shnilitud de sus características físicas. Una 
alternativa recientemente usada. que ha resultado muy exitosa es el empleo de la 
estrategia PCR. basada en homología. que fue desartollada por la comparación de 
secuencias de Aa a partir del DNAc que codifica para una monoterpeno síntasa. una 
sesquiterpeno siotasa y una diterpeno siotasa de especies de angiospermas 
evolutivamente distantes. Así se localizan secuencias de regiones conservadas para 
diseñar con ellas cebadores para PCR', los cuales se amplifican y se lúbridizan con 
mRNA (Wiseetal., 1998). 

Varias monoterpeno siotasas de angiospermas, gimnospermas y briofitas han 
sido purificadas y caracterizadas (Tabla 3): y·terpioeno sintasa de Thymus vulgaris 
(Alonso y Croteau, 1991); 1,8-cineolo sintasa, (+)- sabineno sintasa y (+)-bornil 
difosfato sintasa. de Salvia officinalis (Croteau et al. 1994; WlSe et al., 1998); 4-5 

limoneno sintasa, de Mmtha piperita y Mmtha spicata (Alonso et al., 1992; Croteau, 
1991); mirceno sintasa, limoneno sintasa y pineno sintasa de Abies grandis 
(Bohhnannet al., 1997; Gijzenet al., 1992; Gijzen etal. 1991 Alonso y Cruteau 1991). 

Todas las monoterpeno ciclasas estudiadas presentan propiedades sinúlares: En 
general tienen un peso molecular nativo entre 50 y 100 kDa, entre 600 y 650 
arniooácidos (Aa) de largo (Davis et al., 1996; Alonso et al., 1992; Colby et al., 1998), 

que incluye un péptido N-terminal de tránsito a doroplasto (que no es requerido 
para la actividad catalítica), con un alto contenido de serina y treonina y un bajo 
número de residuos ácidos; son monómeros u homodfmeros, requieren un ión 
metálico divalente (generalmente Mi o Mn'), tienen un valor de punto isoeléctrico 
cercano a 5.0 y un pH óptimo a una unidad de la neutralídad. Las monoterpeno 
cidasas son operacionalmente solubles, aunque in vivo están asociadas a plastidios. 
Las siotasas de gimnospermas se distinguen de las de angiospermas por el 
requerimiento de iones monovalentes (K+ preferentemente)la preferencia de Mn' o 
Fe' sobre el Mi como cofactor y un valor de pH óptimo alto (Bohhnan et al., 1998). 
Una característica inusual de las monoterpeno ciclasas es que muchas de ellas 
sintetizan varios productos (Vogel et al., 1996). 

s Polimerasa de reacción en cadena 
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Tabla 3.- Monoterpeno sintasas que han sido caracterizadas 

Espede Características de la Particularidades Referencia 
enzima 

Men/ha piperita 4-S limoneno sintasa Aislada de células de Alonso et al., 
Men/ha spicata protema soluble tricomas glandulares 1992 

p.m. 56kDa La enzima es idéntica Croteau, 1991 
Mn2 único cofador en las dos plantas 
monomérica 

Stdvia officinalis (+)- sabmeno sintasa Clonación, WlSe et al., ¡ 998 
monómero caracterización y 

1,8-dneolo smtasa expresión funciónal de 
mon6mero las cidas.s 

( + )-bornll difosfato secuendas de péptidos 
sintasa de tránsito a 

homodlmero doroplasto 
Pinus amtorta p.m. 67kDa Datos de la mezda de Savage et al., 

Requiere yJll2 monoterpeno dclasas 1994 

pI4.75± de la especie 

pH7.8 
Ahies grarulis Mirceno sintasa .cDNA donas en E. coil Boblmann et al" 

72.5kDa Más parecidas a otras 1997 
limoneno sintasa ddasas de la planta Gijzen el al" 1992 

73.5kDa con diferentes Gijzen et al., 1991 
PineIl:O sintasa esqueletós que, a otras , 

..,., : 1;T'\_ ddasas de- ---' I lJ..J .l:UJQ. 

monoterpenos de 
angiospermas 

Thymus vu/garis y-terpinene sintasa Purificación y Alonso y 
55kDa caracterización Croteau. 1991 
pI 4.85 Actividad inhibida por 
pH6.8 cisteina e histidina 
Mn, 

6_ Sitios intercelulares de biosfnlesis 

El metabolismo serundario de terpenos esta organizado en compartimentos 
metabólicos en organelos con membrana; a través de los cuales los in .. termediarios 
metabólicos pueden ser canalizados sin necesidad de equilibrar con el arsenal libre 
del dtoplasma (Dixon el al., 1996). Esta forma de organizadón es un medio 
independiente de reguladón del flujo de carbón a través de esta ruta biosintética. 
Las ventajas de esta forma de reguladón son muchas: se concentran enzimas y se 
canalizan precursores, intermediarios y productos al sitio de la actividad metabólica; 
la proximidad de las enzimas y la alta concentradón local de sustratos favorecen la 
transformadón rápida de intermediarios; se forman barreras que impiden 
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retroalimentación negativa; se protegen intermediarios lábiles; se proporciona un 
ambiente favorable para ciertas reacciones; hay transporte directo de precursores e 
intermediarios; pueden acumularse grandes cantidades de sustancias tóxicas, sin 
poner en peligro a la célula; las rutas relacionadas pueden interactuar de forma más 
próxima y se facilita la transformación y degradación de sustancias y la liberación de 
productos. En algunos casos, la secuencia de reacciones que comprende una ruta 
metabólica puede estar localizada en más de un organelo, en estos casos, los 
organelos implicados suelen estar asociados cercanamente para facilitar la 
transferencia de intermediarios comunes (Emes y Dennis, 1997). 

En las plantas una de las formas más importantes de compartimentalización del 
metabolismo de terpenos se da entre el citoplasma y los plastidios. Estos organelos 
funcionalmente complejos tienen capacidades biosintéticas muy amplias y 
participan en diversos procesos metabólicos (Keegstra. 1997; Stitt, 1997). 

7. Cloroplasto 

En los tejidos de las plantas existe una amplia variedad de plastidios con distintas 
funciones metabólicas y capacidades. Aunque todos tienen el mismo genoma y 
comparten un progenitor común, los distintos plastidios tienen propiedades 
moleculares y bioquímicas diferentes. han adquirido funciones especiales como la 
biosintesis y almacenamiento de alntidón (antiloplastos) carotenoides 
(cromoplastos) o lfpidos (leucoplastos) (Gray, 1991). Plastidios especializados se 
localizan usualmente en tejidos u órganos especificos, que se diferencian de acuerdo 
con las necesidades del tejido, por ejemplo antiloplastos en tubérculos o 
cromoplastos en capas epidermales de frutas y pétalos (Mullet, 1997). 

Todos los plastidios tienen un origen común. Los proplastidios, son heredados por 
vía materna por el cigoto (Mullet, 1997). Estos organelos no fotosintéticos de 1·2 ¡.un 
de diámetro, presentes en bajo número en las células meristemáticas, tienen una 
pequeña estructura interna aparte de unos cuantos sacos que ocasionalmente tienen 
continuidad con la membrana interna de la envoltura. Durante la diferenciación de 
la raíz, los proplastidios se desarrollan para formar antiloplastos, los cuales son 
plastidios de almacenamiento que contienen grandes cantidades de granos de 
alntidón. Durante la diferenciación de las hojas en presencia de luz, se convierten en 
doroplastos, que acumulan dorofIla en su interior y son el sitio donde ocurre la 
fotosintesis. En ausencia de luz los proplastidios de hoja se convierten en etioplastos 
que contienen una estructura de aspecto cristalino llamada cuerpo prolamelar. Los 
etioplastos pueden transformarse en doroplastos en presencia de luz. Los 
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cromoplastos pueden desarrollarse de proplastidios o doroplastos durante la 
floradón, maduración del fruto o senescenda. (Joyard et al., 1992). 

Los plastidios tienen en comú.n una doble membrana (interna y externa) 
llamada envoltura y un espado formado por una matriz acuosa llamada estroma, los 
doroplastos contienen además un sistema de membranas internas llamadas 
tilacoides, que se encuentran en el estroma (Fig. 8). En los tilacoides de los 
doroplastos se encuentran cuatro complejos fotosintéticos: Fotosistema l, 
Fotosistema!l, complejo de dtecremos b·f y ATP sintasa (Mullet, 1997). 
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ClOROPLASTO j 

l\f..embrana externa 
de la envoft.ura 

mRNA 

Membrana interna. 
de la envo!ura 
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( I 
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I I mRNA ' ! 80S 
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\\ ~ 
ti!so:lides 

----< ?c~~-8-
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Fig. 8.' Esquema de la estructura del doroplaste y el origen biogenético de las 
protefnas del organelo 

32 

I 
I 
I 
I 

,,,1 



La alta capaddad metabólica del doroplasto, es lógica. puesto que estos 
organelos son la fuente primaria de energfa y de fijadón de carbono, y ambos 
elementos son requeridos para la actividad biosintética. Las prindpales actividades 
sintéticas presentes en los doroplastos son: sintesis de áddos grasos, asimiladón de 
nitrito en glutamato, la biosintesis de algunos amiooáddos y pigmentos 
(carotenoides y xantorJlas) y terpenos (Kirk y Tilney-Bassett, 1978; Emes y Dennis, 
1997; Fischer el al., 1997). 

Los plastidios aislados de plantas superiores no duplican ni sobreviven por un 
corto periodo de tiempo in vitro, porque la biogénesis y el desarrolio de estos 
organelos requiere un ensamble orquestado de proteínas, lipidos, azúcares y 
cofactores (Nickelsen el al., 1992). Estos componentes derivados de varias rutas 
biosintéticas demandan la partidpadón de dos sistemas genéticos, el del organelo y 
el núdeo. Los procesos metabólicos que ocurren en plastidios dependeu en buena 
medida del suministro de proteinas, péptidos y precursores metabólicos canalizados 
desde el dtoplasma (Emes y Dennis, 1997). La interdependenda del plastidio y la 
célula es relativamente especifica. Entre el 80 Y el 85% de los dentos de proteínas 
encontradas en plastidios son codificadas en el genoma nudear, traduddas en el 
dtoplasma e importadas post-transcripdonalmente al organelo (Cline y Henry 1996; 
Emes y Dennis, 1997). 

El genoma del doroplasto es más pequeño que el de la mitocondria ( 208-2400 
kpb), pero codifica para más genes y puede produdr un rango mucho más amplio de 
productos, induidos tanto los elementos de la maquinaria para la sintesis de 
proteinas, como los componentes enzimáticos necesarios para el transporte 
fotosintético de electrones y la fijadón del CO, (Crawford, 1990; Palmer, 1991; 
Nickelsen. 1992). En el genoma del doroplasto se encuentran genes de tres 
categorías: 

~ Genes para decodificar el genoma, RNAr, RNAt, subunidades (J. y !3 de la RNA 
polimerasa. proteínas ribosomales y proteínas para iniciar la traducdón 

~ Proteínas ínvolucradas en la fotosíntesis, la subunidad mayor de rubisco y 
algunas subunidades de proteínas del transporte de electrones (FI. FIl, 
complejo dtocromo, ATP sintasa) 

~ Secuendas del complejo NADH oxidoreductasa. una proteasa, genes de la 
síntesis de dorofIla y alrededor de 30 genes de fundón desconodda. 

Por la capaddad limitada del genoma del plastidio, la mayoría de las proteínas 
del doroplasto están codificadas por genes nudeares, se síntetizan en el dtoplasma 
como precursores y son transportadas al doroplasto via un proceso post-
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traducdonaL que involucra la presenda de péptidos de tránsito localizados en la 
parte final de las proteinas que se transportan (Stitt, 1997; Hendriks y Fuller, 1994). 
Los genes nucleares que codifican las proteínas de los plastidios son eucarióticos en 
organizadón y están regulados por un sistema complejo de señales ambientales, 
como la luz, así como por señales del desarrollo y el metabolismo. La expresión 
genética es regulada a nivel de transcripdóll, procesamiento y estabilidad de RNA, 
traducd6n y movintiento de proteínas (Mullet, 1997). 

La integradón del metabolismo requiere interacdón controlada entre varias rutas 
presentes en varios compartimientos celulares. El flujo de carbono entre el plastidio 
y el dtosol se da por la localizadón temporal y el tránsito de proteinas a través de su 
membrana (Stitt, 1997). Este proceso depende de la permeabilidad altamente 
selectiva de la membrana del organelo, a un número limitado de intermediarios que 
deben ser transportados de un compartimiento a otro; y de un sistema de transporte 
que controla la localizadón de estas enzimas en la célula y defme la presenda de 
éstas en diferentes tipos de plastidios (Emes y Dennis, 1997; Scbmit, 1993). 

En los cloroplastos hayal menos seis compartimentos diferentes: la envoltura 
externa, el espado entre membranas, la membrana interna, el estroma, lumell de 
¡ilacoides o la membrana de tilacoides (Heijne, 1994; Cline y Henry 1996). Un solo 
aparato de tra..~slocadón media el transporte de todas las proteínas internas 
(Keegstra, 1997). El proceso de transporte puede dividirse en pasos secuendados. El 
primer paso es el transporte a través de la membrana de la envoltura, el cual puede 
dividirse en dos estados: unión del precursor a un receptor a la superficie del 
organelo, donde un receptor proteico lo reconoce, y transporte del precursor a la 
membrana interna (Keegstra, 1997) (a expensas del consumo de ATP). Una vez 
atravesada la envoltura, una proteasa remueve la secuenda del péptido de tránsito 
responsable del reconodntiento en membrana. Una sola proteasa puede cortar 
muchos precursores proteicos de entrada a cloroplasto diferentes. Una vez que el 
precursor ha sido conado en el estroma, pueden seguirse diferentes rutas. Algunas 
proteínas necesitan ser dobladas y ensambladas en su forma madura, con otras se 
forman holoenzimas, algunos monómeros son activos y sólo requleren redoblarse, 
otras sufren modificaciones como adidones de ferredoxL."1á o centros con iones de 
azufre. La proteína reensamblada en el estroma es dirigida al espacio interno del 
organelo donde corresponde -estroma, membrana interna, llimen de tilacoides o la 
membrana de tllacoides· (Keegstra, 1997). Este mecartismo fundona como ruta de 
acceso general de proteínas, para cualquier localización celular y está determinada 
por un péptido de tránsito a estroma (Stitt, 1997). 
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Una de las rutas más complejas de tránsito es la que dirige las proteínas allumen 
de los tilacoides, porque estas proteínas deben atravesar tres membranas biológicas 
(Keegstra, 1997). El transporte de las proteínas que se dirigen a la membrana y e! 
lumen de los tilacoides se hace a través de cuatro mecanismos distintos (Fig.9): dos 
homólogos a los que ocurren en bacterias a) un complejo proteico (CPSecA) que 
requiere ATP y mueve la proteína por la membrana a través de un poro (CPSecY, 
posiblemente homologo a SecE de E. Coli) y el complejo proteico CitOctomo F que 
también emplea CPSecA; un sistema de transporte similar al de! retícuio 
endoplásmico, con un complejo proteico (54CP, homólogo del SRP54 del RE), que 
involucra hidrólisis de GTP; una tercera ruta, única de doroplasto, que requiere sólo 
un gradiente de pH como generador de energía para realizar e! transporte a través de 
la membrana; y un cuarto mecanismo mediado por la inserción de! complejo CF.,lI, 
que se presume es un mecaoismo espontáneo, aún desconocido. las proteínas 
dirigidas a la membrana interna de! doroplasto, donde interactúan con proteínas 
esenciales (TIpoA) se unen a ella, sin aparentes requerimientos de energía y son 
insertadas antes de que el ensamble sea completado (Keegstra, 1997; (Cline y Henry 
1996). 
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Fig. 9.- Representación esquemática del transporte de proteínas al 
lumen de tilacoides 
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Las secuendas de los diferentes péptidos de tránsito a doroplasto son actores 
centrales en este proceso (Reijne, 1994). 

}> Los péptidos de tránsito a estroma varían en tamaño y secuenda, son ricos en 
a..minoácidos hidroxilados, carecen de residuos ácidos o tienen muy pocos, la 
región central puede estar involucrada en la unión ¡Pidal a la superficie del 
doroplasto y las regiones N y e terminal con los últimos pasos de la ruta de 
importación 

~ Las proteínas que se dirigen a la envoltura externa del doroplasto se unen de 
forma espontánea, no requieren de factores proteicos para su integración 

~ los péptidos de tránsito a tilacoides tienen una región terminal de tránsito a 
estroma seguida de una secuencia de transferencia a tilacoides 

los compuestos de bajo peso molecular pueden atravesar la membrana externa 
fácilmente, porque ésta, contiene proteínas llamadas patinas que permiten el 
movimiento de moléculas con un peso molecular mayor a 10000 (Stitt, 1997). La 
membrana interna es el sitio especifico en el cual se regula el transporte de 
metabolitos entre el citosol y el doroplasto (Stitt. 1997) por medio de nanslocadores 
proteicos específicos (Fischer et al., 1997). 

Mucho del control genético del doroplaslO ocurre en eventos post
transcripciónales que incluyen: estabilidad del transcrito, transpone de proteinas y 
actividad proteica (Gatehouse, i997; Danon, 1997). La regulación a nivel de 
transcripción es lenta, en cambio, la regulación por traducción permite aumentar o 
reducir rápidamente los niveles de sintesis de proteína. los elementos cis y trans que 
reguian el proceso de expresión genética del plastidio no se encuentran codificados 
en el organelo, el control de la actividad genética ha sido tomado por el núcleo y se 
manifiesta a nivel transcripcional y post-transcripdonal. El genoma nuclear 
rr...ar ... nene el control sobre los genes del organelo de dos maneras: codifica genes que 
son estratégicos para las funciones del organelo (por ejemplo, para la duplicación), 
los cnales están regulados por factores nucleares; y controla la expresión de los 
genes del organelo por medio de proteinas, también codificadas por genes nucleares, 
que dirige al doroplasto. 

8. La ofem blotecllloPógica 

Con el desarrollo de los cultivos de células vegetales a mediados del siglo XX (Tabla 
4)! una de las promesas más atractivas de la bioteOlología vegetal fue el 
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aprovechamiento de la amplia capacidad sintética de las plantas superiores, 
mediante el empleo de células vegetales, como base de procesos industriales. 

Promesa que no ha cumplido. 

Año 
1902 
1907 

1922 
1925 
1935 
1939 
1946 
1949 
1948 

Í950 
1952 

1954 
1956 
1957 
1958 

1960 

1966 
1971 

1972 
1976 

1978 
1979 
1983 
1984 

1987 

1990 

Tabla 4.- Historia de la biotecnologla vegetal 

Acontecimiento 
Primera supervivenda in vi1ro sin multiplicadón 
Se descubre que las plantas pueden ser alteradas por interacción con una 
bacteria del suelo Asrobactmum tumefadms 
Primer crecimiento in vi1ro de puntas de ralees 
Se descubre que bacterias inocuas pueden transfonnarse en cepas letales 
Descubrimiento de las propiedades de una auxina 
Los pñmerosreportes de cultivos prolongados de callos 
Primer cultivo de metistemos 
PDmer repoite~ de desarrollo de primordios de raíz en cultivos de callo 
Obtención de plantas completas a partir de megagametofitos en dcadas 
(embriogénesis somática. no reconocida como tal) 
Descubrimienío de Ia Cinetina 
Primera generación de plaotas libres de virus a partir de cultivos de 
metisternos de papa y dalia 

~ PrlmercU1tiVó de pratoplastos vegetales 
Reporte de ernbriogénesis somática en cultivos de Citrus 

~ Se ilcliri.eri JaS baseS hoÍmonales de Ia organogénesis de tabaco 
Dos grupos independientes logran desarrollar in vitro embriones de 
zanahoria 
ProtopIastos obtenidos con tratamiento enzimático se fusionan con ayuda de 
agentes químicos ~ 

E! pñmer cultivo de anteras 
.E! prlID.ér reporte de plantas regeneradas a partir de protopIastos 
E! pñmer reporte bien documentado de variadón sornaclonal en 
regenerantes de dJlti:vos dé tejidos ~ 
Primer hibrido somático por fusión de protoplastos 
Se enfatiza la utilidad de Ia variación sornadonal para el mejoramiento de 
cultivos 
Formación del primer dbrido, por fusión de protopIastos de tabaco 
E! pñmer reporte de electrofusión de protopIastos 
Uso de Agrobacterium tumefadms para transformar plantas 

~ Empleo de polietilen-glicol para transmitir el pIásmido 11 de A. tumefadms a 
protopIastos de tabaco 
Reporte de ~ Ia primera planta transgénica obtenida con el sistema 
Asrobacterium 
E! pñmer reporte de bombardeo de micro-proyectiles para transmitir ADN a 
células vivas de plantas 
E! primer reporte de transmisión de ADN por electroporadón a tejidos 
intactos 

Fuente: e1aborad6n propia 
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Aunque el cultivo de tejidos de células vegetales es una temología madura con 
aplicación en el mejoramiento de cultivos agrícolas, la conservación de germoplasma 
y la nücropropagación; la aplicación de los sistemas de cultivo in vitro para la 
producción comercial de metabolitos secundarios, se ha restringido a la manufactura 
de unos cuantos productos: shL1<onina (y las naftoquinonas relacionadas) de 
Lithospermun erythrorhizon por Mitsui Petroleum Ca., Japón, y berberinas por Mitsui, 
Company ,Japón (Towers y Ellis, 1995; Berlfn, 1997); ginseng a partir de cultivos de 
células en suspensión de Panax ginseng, comercializado por Nitro Denko Ca. Japón, 
desde 1990. (Fu, 1998). 

Las dos linütantes más importantes para la aplicación iI"ldustrial amplia de esta 
tecnologfa, son problemas asociados con baja productividad e inestabilidad de los 
cultivos (Toivonen,1993). Otra dificultad es la escasez de compuestos vegetales, muy 
especiales, con características qulnücas o farmacológicas extraordinarias, que le 
permitan alcanzar altos precios en el mercado (Berlfn,1997). 

los problemas de rendinüento y productividad son originados en gran medida 
por la falta de conocimiento suficiente de la bioquímica vegetal, que permita 
controlar la producción de metabolitos secundarios. En general se sabe 
relativamente poco sobre las rutas metabólicas de estos productos y no es fácil 
identificar las ~"1Zi.'11as li...·lütantes de la smtesis. Pero incluso en los casos donde las 
rutas sintéticas están bien establecidas, la sintesis total de los productos de interés 
no puede hacerse siempre de forma económicamente factible (DiCosmo et al .. 1989). 

La inestabilidad de los cultivos es el segundo gran problema para su explotación 
comercial. 1.05 cultivos de células en suspensión normalmente están constituidos por 
células con distinta morfologfa y estado de agregación. La diferente distribución de 
estas células en las iíneas celulares es una de las causas que determina la 
variabilidad en la producción de metabolilOs secundarios (Berlín, 1997). La va,iadón 
genética de los cultivos incluye: cambios de número cromosómico, rearreglo 
cromos6rrJco, a.."11plificadón y ablación del DN~ activaci6n de transposones. 

En realidad el problema es complejo, hay mucho por resolver. Las células 
vegetales crecen más lento que los microbios, lo cual aumenta el riesgo de 
contaminación (a esto también contribuye la necesidad de utilizar medios nutritivos 
complejos) y eleva los costos del cultivo. Las características de las células vegetales 
significan un enorme reto para el diseño de reactores adecuados para su producción 
industrial. los cultivos vegetales están formados por células de una variedad de 
formas y tamaños, que forman frecuentemente agregados celulares, la 
heterogeneidad que esto provoca ocasiona problemas de transferencia de masa y 
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contribuye a formar cultivos más viscosos. Hay también problemas con los 
propulsores porque aunque tienen una demanda de oxígeno baja, presentan alta 
sensibilidad de corte'. Su tamafio, 10 a 100 veces más grandes que las células 
microbianas y una mayor propordón del volumen celular ocupado por vacuolas; 
hace a las células vegetales más sensibles a los cambios de potendal osmótico y 
estrés físico. Además la producdón intracelular de metabolitos y su 
almacenamiento en organelos, aumentan de forma muy importante los costos de 
purifícadón de los productos (Taticek, 1991). 

Las células, callos y cultivos de órganos vegetales son capaces de produdr la 
mayoría de los compuestos secundatios, induyendo fenilpropanoides, poliquetidos, 
terpenos, alcaloides y carbohidratos (Towers y EIlis, 1995). Pero los niveles de 
sintesis y acumuladón de los diferentes grupos de metabolitos secundatios son muy 
distintos y siguen una tendenda general. En cultivos indiferendados, sólo una 
pequeña parte del potendal biosintético de la planta es expresado. Compuestos 
absolutamente esendales como la lignina o los carotenoides, pueden produdrse en 
este tipo de cultivos (Towers y Eilis, 1995), pero dertas rutas del metabolismo 
espedal, se expresan pobremente en cultivos de células. En cambio, hay sustandas 
que se acumulan espontáneamente, con niveles razonablemente altos, en cultivos de 
células vegetales (Tabla 5). En estos casos, la producdón puede mejorarse 
optimizando las condidones de cultivo. No obstante, no se han montado procesos 
industriales con la mayoría de los productos naturales que presentan altos niveles de 
sintesis in vitro, porque, salvo raras excepdones, no son de gran importanda 
comerdal. En la actualldad sólo las rutas que se expresan espontáneamente en el 
cultivo o son fádlmente indudbles son accesibles para desarrollos tecnológicos. 

Se han adoptado vatias estrategias para aumentar rendimientos de metabolitos 
secundatios en cultivos de células vegetales: 

~ Selecdón y aislamiento de lineas sobreproductoras. 
~ Optimizadón de condidones de cultivo 
~ Cultivos de tejidos organizados 
~ Células inmovilizadas 
~ Extracdón del producto in situ 
~ Ingenierfa de rutas metabólicas en células vegetales 
~ Elidtores 
~ Biotransformadón 

" Daño provocado a las células en el reactor porque chocan con las paredes y son disparadas por los 
propursOre5. 
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Tabla 5. Productos acumulados en altos niveles en cultivos de células en suspensión 

Grupos de compuestos 
Esteres y amidas del áddo cinámico 

Naftaquinonas yantraquinonas 

PTotoberberinas y benzofeuati:idiilll 
alcaloides . . 

Sustancia especifica 
. AcidorosmaIfIúco 

Verbascósido 
L'putresciná . 
Shlkonina 

Luddin 
primver6sido 
PToto¡'erberinas. 

Especies 
Coleus blumd 
Anchusa ojJü:inolis 

. Nicofiatiatabácum 
Litlwspermum 
erythrorhizon 
Morinda cilrifolia 
Gallium mollugo 

. Coptis jafJÓnico 

Sangulnarina Papaver somniferum 
Antocianinas y betalainas ~An~t",o:=d'Ca~n~iD",a",s ___ ~A",ra1=iac:C011T-"da~t",a ____ _ 

Betalainas Beta vul,qaris 

Polisacáridos inmunológicamente activos Echmllcea p~lpuretl 
FUente: Berlln, 1997. 

1. Selección y aislamiento de líneas sooreproouctoras. - La selección y 
aislamiento de líneas sobreproductoras requiere, en primera instancia el 
desa..1"!'ollo de estudios fitoquL.'TJcos, de pobladones silvestres de la espede en 
cuestión, para obtener individuos sobreproduC!ores, y posteriormente el 
establecimiento y selecdón de líneas celulares con altos rendimientos. 

2. Optlmización de condiciones de cultivo.- La optimización de ¡as 
condiciones de cultivo incluye: la formulación del medio de cultivo (fuente de 
nitrógeno, concentración de las sales minerales, reguladores de crecimiento) 7 

3. Cultivos de tejidos organizados.- Los cultivos de tejidos vegetales 
presentan varias opciones para' la producdón de metabolitos espedales: 
ralces, brotes; cultivos de tejidos transformados y cultivos en suspensión'. 
Cuando un metabolito no se produce en cultivos de callos en suspensión, una 
alternativa es la producción de metabolitos secundarios por tejidos 
diferenciados (DiCosmo et al. 1989). Otra opdón muy prometedora es el 
aprovechamiento del potencial de las células transformadas (raíces 

7 Esta estrategia resultó muy conveniente para el escalamiento a nivel industrial de la producción de 
shlkonina en cultivos en suspensión de Lithospermum erythrorhizon por la empresa química Mitsui,. de 
Japón. 
8 S610 los cultivos en suspensión han sido escalados a nivel comerdal. 
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transformadas y teratomas) para producir fitoqufmicos (Nakano et al., 1998; 
Guoetal., 1998; Toivonen,1993). 

4. Células lnmovilizadas.- Usualmente en los rultivos en suspensión la 
sintesis de metabolitos secundarios se da en la fase de crecimiento 
estacionario. En un intento de conseguir producáón por largos periodos de 
tiempo, las células se inmovilizan en una matriz inerte. Aunque las células 
inmovilizadas tienen tasas muy lentas de creámiento, puede aumentarse la 
acumulación de productos y conseguirse periodos ampliados de biosintesis 
(DiCosmo etal. 1989). 

5. Remoción del producto in situ.- Es la adición al rultivo celular de una 
segunda fase que tiene afmidad preferencial por el producto de interés. El 
proceso se refiere como extracción in situ o absorción in situ, dependiendo del 
estado físico de la fase, líquido o sólido, respectivamente. Esta técnica no sólo 
ayuda a recobrar el producto más fáálmente, a menudo aumenta 
productividad. Este incremento de productividad puede ser resultado de 
disminución de la inhlbición por retroalimentación. protección de 
degradación del producto o por aumento en la excreción del producto (Fn. 
1998). 

6. Ingeniería de rutas metabólicas en células vegetales .- La ingeniería 
genética ha permitido la producción de plantas con contenido alterado de 
metabolitos secundarios (Siebert, 1996). Nuestro conoámiento de las 
enzhnas de algunas rutas del metabolismo secundario se ha incrementado en 
la última década, algunos genes que codifican para enzimas dave han sido 
donados. Esto abre la posibilidad de manipulación genética de las rutas del 
metabolismo secundarío en plantas. Las primeras manipulaciones genéticas 
ocurrieron ya (Tabla 6), pero se ha dado más atención a la producción de 
plantas transgénicas que a la obtención de rultivos de células transformadas 
(Berlin 1997). 

7. Elicitores.- Uso de agentes espeáficos de origen biológico que estimulan la 
acumulación de los productos, aprovechando el hecho de que las plantas 
responden al ataque de patógenos microbianos produciendo varíos 
antibióticos. Este método ha resultado muy adecuado para incrementar la 
producción de alcaloides, cumarínas, flavonoides, acetileno terpenos y 
esteroides; porque la respuesta es muy rápida y los productos se liberan al 
medio (DiCosmo etal., 1989). 
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Tabla 6.- Plantas tra11sgénicas con síntesis alterada de compuestos secundarios 

Especie Característica transfonnada 
Atropa belladonna Transformadas conAgrobacterium tumejiuiens. 

Aumento de producción de escopolamina 
paganum harmala Sobreexpresan el gen de la mptofano descarboxilasa, 

producen altos niveles de serotonina. 
Brassica ""pus Sobreexpresan el gen de la mptofano descarboxilasa, 

acumulan altos niveles de mptamina 
Nicotiana tabacum Transformadas con Agrobacterium tumefaciens que sobreexpresan el 

gen de la putresdna N-metil transferasa. 
Aumento de la. síntesis de nicotina 

Nicotiana tabacum Transformadas con el gen que codifica para la corismato piruvato 
liasa (un Intermediario de la ruta del shlkimato) 
Aumento de más de 1000 veces en la producción de 

'. 4-hidroxibenzo,uo glucósido 
Plantas de alfalfa Con producdón alterada de metoxicbalcona 
Plantas de alfalfa Concontenldo alterado de lignina (PAL modificadas),por supresión, 

inbibici6n antisentido y sob!eexpresión 

Fuente: Berlín. 1997; Siebert. 1996; Dixon et al., 1996 

8. Biotransformadón.- Las reacciones de biotransformaci6n involucran el 
Su..TJrJstro en los cultivos celulares de una süstfu"'"1da precursora. que en un 
paso enzimático o unos cuantos, produce el producto de Interés. El desarrollo 
de estas temologías puede llegar a procesos de escala Industrial. 

Por su importancia para el desarrollo de la Investigación que aquí se presenta 
abundaremos en dos estrategías temol6gícas: el empleo de elicitores y la 
biotransformación con cultivos de células vegetales. 

9. Elicitores 

Se conoce como elicitores a las moléculas de origen biológico que pueden Inducir la 
smtesis de compuestos secundados en una planta como respuesta a su presencia. Se 
hall aislado elidtores de diferente naturaleza química: polisacáridos, oligosacáridos, 
polipéptidos, protemas, glicoprotemas, enzimas, lipidos y ácidos grasos (Ren y West, 
1991). No obstante, los constituyentes de la pared celular de los hongos (quitina, 
quitosan y glucanos) y de las plantas (oligourónidos), son los e1icitores con más 
amplio rango de acción. Las sustancias elicitoras forman pa.""te de un sistema 
complejo de defensa con que el vegetal responde al estrés a que le somete el ataque 
de un agente patógeno biótico o abiótico (Prome, 1996). 
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La defensa vegetal descansa en dos estrategias coordinadas: la defensa 
constitutiva y la defensa inducida La primera se encuentra siempre encendida y la 
segunda se expresa solamente durante la infección de un organismo patógeno. 

La defensa constitutiva es la habilidad inmediata del hospedero para prevenir y 
limitar el reto de una infección; se construye con sustancias pre-infeccionales, las 
cuales pueden presentarse en altas concentraciones antes del ataque de un patógeno 
o bien. encontrarse en bajas concentraciones antes de la infección y en altas 
concentraciones después - a estas últimas se les conoce como inhibitinas-. Las 
sustancias constitutivas de defensa de bajo peso molerular suelen ser poco 
especificas y predominan en un tipo de tejido en particular. Los compuestos de 
defensa de alto peso molecular se encuentran en el exterior de las células, son 
componentes poliméricos de la cutícula y la pared celular, lectinas y enzimas con 
actividad endopoligalacturonasa (Ezekowitz y Hoffmann, 1996; Kuhn Y Hargreaves, 
1987). 

La defensa inducida se establece cuando se percibe daño fisico o se detecta la 
presencia de un patógeno. Para esto las plantas utilizan una cascada de señales 
múltiples e interacciones bioquímicas complicadas, entre diferentes moléculas de 
reconocimiento (elicitores) y otros factores regulatorios, que inician numerosos 
cambios metabólicos que resultan en una variedad de respuestas de defensa. 
mediante la inducción coordinada de enzimas a nivel transcripdonal y traduccional. 
(Chenetal .• 1995). 

a) El proceso de inducción 

Estudios de reconocimiento planta·microorganismo han llevado a la identificación 
de cuatro tipos de interacciones que desencadenan la sintesis de sustancias 
relacionadas con la defensa: 1) el microorganismo excreta una sustancia elicitora 
(del metabolismo secundario) que es reconocida por las células de la planta; 2) 

enzimas microbianas liberan componentes de la pared celular de la planta, los cuales 
actúan como elicitores; 3 )las células de la planta secretan una enzima que degrada a 
la pared celular del microorganismo y los componentes de ésta. inducen la 
formación de sustancias de defensa en las células de la planta; y compuestos 
endógenos y constitutivos de la planta son activados o liberados como respuesta a 
diferentes estímulos como daño mecánico, foto-oxidación o déficit hídrico 
(Creelman y Mullet. 1995; Eilert. 1987). 

El reconocimiento por la planta de la invasión del hospedero es a menudo 
determinada por la interacción llamada "gene por gene", que se da entre un gene 
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dominante de avirulencia en el patógeno (aVI) y el correspondiente gene dominante 
(R) en el hospedero. Los genes R codifican para receptores que reconocen eHcitores 
específicos. Algunos de estos receptores son extracelulares, otros, que reconocen 
pequeñas moléculas, se localizan en el citoplasma (Fig. lO). Existen en las plantas 
otros receptores que no son especie especificas y reconocen elidtores de fu"TIplia 
distribución, como los quito- oligosacáridos y lipoquilO-oligosacáridos (Yang et al., 
1997). 

Xa21 I TMV. __ 
Virus 

Patógeno N 

? 
AvrXa21 

a-e 
Plo 

Pr! 

~ $AvrPto I 
~:l~_:d6n ---

nuclear 
RPS2 

Bs3 ? 

lKinasa II!LRR IIIILZ ~ NBS 1I'0IVll-1R 

Fuente: Yang eral., 1997 

Fig. 10.- Elicitores raza-específicos codificados por genes de avirulencia fúngicos, 
bacterianos y T..rales, los cuales son. reconocidos por los correspondientes genes 

vegetales de resistencia. 

La transducd6n de señales en los sistemas elicitados responde a un modelo de 
dos elementos (Fig. ll), un componente unido a la membrana plasmática de las 
células de la planta sirve como molécula sensitiva (receptor del elicitor), un segundo 
componente, actúa como molécula regulatoria y activa factores de transcripción que 
eventualmente llevan a la inducción de genes de defensa vegetal (Yang, et al., 1997; 
Peters y Verma, 1990). 
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El papel exacto del etileno como regulador de la defensa vegetal no se conoce, 
pero los datos disponibles indican que induce la expresión de P AL -enzinta que 
partidpa en la sintesis de áddo salicílico- y de genes básicos de proteínas 
reladonadas con la defensa. así como de algunos genes induddos por heridas (Yang 
et al., 1997; Johnson y Edrer, 1998; Fritig et al., 1998). 

La detecdón de la presenda de un elidtor por un detector desencadena cambios 
en la membrana plasmática: incrementa la penneabilidad a los iones (entra H+ y 
ea" y salen K+ y el·), produce explosiones oxidativas que llevan a la producdón de 
intermediarios oxigenados reactivos (0·2. OH, H20,), dependientes de la activadón de 
la NADPH oxidasa; estimula la sintesis y liberadón de óxido nítrico (NO); aumenta 
la demanda de oxigeno; estimula fosforiladón de proteínas y genera poder reductor 
(Dangl, 1998; Delledonne et al., 1998; Yang et al., 1997; Berglund y Ohlsson, 1995). 
Estos cambios fISiológicos activan a moléculas mensajeras: etileno, áddo jasmónico 
y áddo salicílico. 

Fosfori!aci6n .r- de proteinas 

l' 7 
1 

Expresión de genes de defensa 

Fuente: Yang et al., 1997 

=~t-H.O,~ 

FosforIación +-- Men!jeros 
de proteTnas sea.1I'ldarlos (SA) ---+ -- HR 

SAR 

Fig. 11.- Modelo simplificado de la transducdón de señales en las respuestas de 
defensa vegetal 

El áddo linolénico (uno de los áddos grasos más abundantes en la membrana de 
la mayoría de las plantas), es liberado en respuesta a la alteradón de los canales 
iónicos de la membrana y a cambios fisiológicos intracelulares: ATP, AMPc y 
adeniladón, los cuales estimulan fosforiladón de proteinas. La actividad quitinasa 
estimula a fosfolipasas que liberan áddo linolénico. Una vez libre, el áddo linolénico 
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es convertido en ácido jasmónico, a través de la ruta ocradecanoide, por un proceso 
dependiente de una lipooxigenasas. El ácido jasmónico activa genes espeóficos de 
protefnas relacionadas con la defensa (Creelman y Mullet, 1995; payne et al., 1991; 
Hahlbrocketal., 1995). 

El ácido salióíico (SA) actúa también como segundo mensajero (Klessig y 
Malamy, 1994). Este ácido se encuentra normalmente en las células en una forma 
fnactiva de esta molécula como SA l3-g1ucósido. Cuando se detecta en la membrana 
de las células infectadas la presencia de un elicitor, en estas células y en las células 
adyacentes la presencia de NO provoca que el SA tome su forma activa y se una a la 
enzima catalasa, y la que inhibe. Como consecuencia de la disminución de actividad 
de la enzima, se acumula H,O" el cual induce la transcripción del gen PR·!, que 
codifica para una proteína que induce a su vez, los mecanismos de la tercera línea de 
resistencia de la planta (Hausladen y Stamler, ¡ 998; Chen el al., 1995b; Hahlbrock el 

al., 1995; Payne, el al., 1991; Shirasu el al., 1996). 

La percepción inicial y la transducci6n temprana de señales puede ser distinta 
para varios elicitares microbianos, sin embargo, muchas de estas señales son 
probablemente integradas en una o unas cuantas rutas terminales comunes. Al fmal 
los segundos mensajeros, en un fenómeno conoado como potendadón, amplifican 
sinérgicameme sus efectos y desencadenan una respuesta secuenciada tanto local 
como general (Yang, el al., 1997; Barz y Mackenbrock, 1994; Bo¡-'Jmann y Bilert, 
1994), mediada por una serie de procesos dinámicos organizados en tres líneas de 
defensa. 

La primera línea de defensa es una respuesta instantánea, su finalídad es 
fortificar la pared celular. En y alrededor de la lesión local se forma una cápsula por 
depósito de nuevos materiales (calosa, lignina, fenoles insolubles y glicoprotefnas 
ricas en hidroxiprolina) y por entrecruzamiento de enzimas preexistentes 
(Hahlbrock et al., 1995; Messnery Boll, 1993; Terras etal., 1995). 

La segunda línea de defensa se da a nivel local, en la zona que rodea el sitio de 
infección, la veloddad de respuesta es intermedia. Su fmalidad es la producdón y 
secreción de protefnas reladonadas con la defensa (RNAsas, glucanasas, quitinasas, 
proteinasas etc.) y la estimulación de algunas rutas del metabolismo secundario para 
la producción de pequeños compuestos antimicrobianos post·infeccionales. La 

fmalidad de este proceso es estorbar el crecimiento del patógeno e impedir que la 
invasión avance a otras células (Galiana el al., ¡ 997). 
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Reunidas, la primera y segunda líneas de defensa fonnan lo que se conoce como 
respuesta hipersensible (RH). Las células vegetales que la generan mueren por efecto 
de los invasores o por la toxicidad de las sustancias de defensa que produjeron. 

Las sustancias de defensa post-infecciónales pueden dividirse en dos categorías: 
las que preexisten en la planta de fonna inactiva y son activadas o liberadas después 
de la invasión microbiana; y las sustancias que son sintetizadas de novo por las 
plantas bajo las condiciones de estrés causadas por el ataque microbiano. Estás 
últimas reciben el nombre de fitoalexinas (Kubn Y Hargreaves, 1987). 

La estructura química de las fitoalexinas difiere grandemente de acuerdo con la 
familia de la planta y a veces con el género. Algunas de estas sustancias desempeñan 
más de un papel en la supervivencia de una planta, por eso pueden ser inducidas por 
estresantes abióticos como luz ultravioleta (Ensminger, 1993). En la RH las 
fitoalexinas actúan como retardantes del crecimiento celular o como inhibidoras de 
enzimas hidroIíticas producidas por el patógeno (Messner y BoIL 1993). En general, 
un vegetal produce varias fitoalexinas provenientes de diferentes puntos de 
ramificación de las rutas metabólicas (Heijden et al., 1989; Kokubun et al., 1995). 

Una vez que la RH es activada. las señales de alerta pueden ser amplificadas a 
través de la generación de moléculas mensajeras (SA. H,O" etileno y jasmonatos) 
para originar la tercera línea de defensa, que es una respuesta lenta, más amplia. que 
se da en órganos completos e incluso, en todo el vegetal y es conodda como 
resistenda sistémica adquirida (SAR). Su rmalidad es la activadón de genes para 
desencadenar la producdón y liberadón de proteinas reladonadas con la defensa 
(PR), enzimas hidroIíticas especificas que actúan contra las paredes celulares de 
bacterias y hongos; así como de pequeños péptidos con actividad antimicrobiana 
(Fritig, et al., 1998; Hahlbrock et al., 1995; Messner y BoIL 1995; Terras et al., 1995). 

Las proteinas vegetales PR se han agrupado en once familias de proteinas, de 
acuerdo con su grado de similitud de secuendas primarias (Tabla 7). Una vez 
establedda. la SAR no se limita a un patógeno especifico, fundona contra un 
amplio rango de patógenos, incluidos bacterias, hongos y virus. Además, la 
respuesta persiste por varias semanas (Shirasu et al., 1996; Yang et al., 1997). 

b) Los cultivos elicitados 

Montar ensayos con elidtores en plantas completas es dificiL por eso se ha optado 
por utilizar cultivos de células en suspensión. Las ventajas que ofrecen los cultivos 
elidtados son muchas: la inducdón es muy rápida y se obtienen niveles de sintesis 
muy altos en unas cuantas horas; lo metabolitos son excretados al medio de cultivo, 
con lo cual se fadlita su extracdón; es posible utilizar las células elidtadas en 
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biotransformadones porque la eliátación aumenta en forma coordinada la actividad 
de varias enzimas, lo eLlal lleva a procesos más rápidos y eficientes de 
transformadón que los obtenidos con células sin tratar. Los cultivos elicitados 
resultan ideales para estudios bioqulmicos y moleculares porque son sistemas 
fácilmente manipulables, son indudbles y son fuente abundante de enzimas del 
metabolismo secundario (Berlin, 1997; Ellert, 1987). 

Tabla 7 . Familias de proteinas vegetales antimicrobianas relacionadas con la defensa 

Familia de Actividad enzimática Sitio de acdón en el patógeno 
proteínas PR 
PR-I ? Membrana? 
PR-2 1,3-p-glucanasa pared celular, glucano 
PR-3 Endoqultinasa Pared celular, qultina 
PR-4 Endoquitinasa Pared celular, qultina 
PR-5 ? Membrana 
PR-6 Inhibidor de proteinasa Proteinasa 
PR-7 Proteinasa ? 
PR-8 Endoquitinasa Pared celular, qultina 
PR-9 Peroxidasa • 
PR-IO RNAsa ? 
PR-ll Endoqultinasa pared celular, qultina 

Sin dasificar a-amilasa Pared celular a-glucano 
Inhibirlor (t", Pollgalactnronasa Poligalacturonasa 

"Las peroxidasas tienen actividad antimicrobiana indirecta, porque caralizan el entrecruzamiento 
oxidativo de proteínas y fenoles en la pared célula y con ello la protegen de la degradación por 
"'"zimas hldrolfticas del patógeno 
Fuente: Fritig el al., 1998. 

Hay muchos microorganismos patógenos de plantas: virus, bacterias y hongos. 
Sin embargo. los organismos más utilizados como eiidtores son hongos, debido a 
que las plantas han desarrollado sistemas complejos para detectar su presencia. En 
la mayoría de los casos se emplean hongos fitopatógenos que se sabe son parásitos 
de la planta, en especial cepas poco virulentas. No obstante, se rill descubierto que 
no se requiere mucha especifiddad, varios hongos pueden inducir respuesta en una 
planta y una sola cepa puede inducir el proceso de defensa en varios géneros e 
familias vegetales (Ellert, 1987). 

La espede utilizada de hongo depende de la naturaleza del elidtor, si es un 
componente de la pared celular de los hongos que se encuentra ampliamente 
distribuldo en el reino, como la quitina, cualquier organismo que lo tenga 
desencadenará la respuesta de defensa, sólo si se trata de una sus tanda restringida a 
un pequeño grupo de hongos, es necesario emplear espedes asodadas con la planta. 
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Los homogenados de cultivos líquidos de las cepas fúngicas son la fonna más 
empleada para efectuar pruebas de inducción. Estas preparaciones de micelio 
resultan adecuadas cuando los elicitores son componentes insolubles de la pared 
celular, pero cuando se trata de enzimas u otros componentes termolábiles del 
citoplasma es necesario utilizar un co-cultivo (Dixon, 1991). 

La concentración del e1icitor es un factor que influye fuertemente en la 
intensidad de la respuesta (Barz y Mackenbrock, 1994). Usualmente se requieren 
entre 50 y 100 mg de micelio para matraces de 250 ml con 50 ml de cultivo 
(Bohlmann Y Eilert, 1994; Facchini y Chapell, 1992 ). La cantidad ideal debe 
determinarse experimentalmente en cada caso. 

La sintesis de sustandas relacionadas con la defensa ocurre sólo cuando se tiene 
el ambiente adecuado (disponibilidad de precursores y condidones de cultivo 
favorables). Los reguladores de crecimiento, en espedal las auxinas, tienen 
influenda en el proceso, también lo afectan las condiciones de cultivo como 
iluminadón, pH y temperatura (Eilert, 1987). En algunos casos, se emplean 
precursores metabólicos para aumentar rendimientos de un metabolito de interés, 
en tales casos es necesario probar si la sustanda es permeable y se incorpora al 
producto deseado, también debe determinarse la concentración óptima que debe 
adicionarse a los cultivos. 

El conocimiento del tiempo ideal de tratamiento es un factor estratégico para 
optimizar rendimientos. El periodo minimo de contacto para que la planta reconozca 
al elicitor es muy breve (2 a 20 minutos), el efecto resulta además duradero 
(Kolattulrudy el al., 1995). Horas después de que el sistema es induddo se presenta 
incremento de la actividad biosintética, la acumuladón máxima ocurre entre las 12 
horas y los dnco días de tratamiento y en general dedina rápidamente después de 
que alcanza su valor más alto. Suele ocurrir la acumulación de un producto fmal, 
seguida de incremento en el nivel de los precursores (Hahlbrock el al., 1995). 

Una vez que el proceso de sintesis de sustandas de defensa ha sido inducido, 
estímulos adidónales no aumentan rendimiento. Los mayores incrementos de 
producdón de metabolitos secundarios por células e1idtadas se obtienen de líneas 
celulares con baja productividad inidal (por eso resultan más adecuadas para probar 
el efecto inductor de una sustanda), pero al fmaL los niveles de sintesis son 
similares en todas las líneas celulares de una misma planta. Al parecer, la cantidad 
máxima de un metabolito que pueden almacenar las células, está fuertemente 
regulada (Eilert, 1987; Holden yYeoman, 1994). 

49 



La etapa de crecimiento en la cual es inducido el cultivo tiene influencia sobre la 
respuesta. La mayor producción de metabolitos inducidos suele darse en la fase 
exponencial, cuando las células están en crecimiento activo (Eilert, 1987; Rolden y 
Yeoman, 1994). 

10. Siotransrormaciones con células vegetales 

Muchas sustancias de origen vegetal que se emplean en la producción de 
medicamentos son obtenidas a través de largos y costosos sistemas de extracción de 
plantas vivas (Kutney. 1997). El problema es que los compuestos activos suelen 
encontrarse en muy bajas concentradones en los extractos vegetales y a menudo su 
purificación es dificil y costosa (DiCosmo ti al. 1989). Por otra parle, en muchos 
casos se trata de especies silvestres, con una distribución restringida y la 
concentración de las sustancias activas depende de la época de colecta y el estado 
fisiológico de las plantas (Park y Kim, 1998). 

Por años, la quimica sintética ha intentado asumir el reto de producir por síntesis 
los fitoqufmicos de interés industrial, No obstante, debido a la naturaleza quira! de 
muchos metabolitos secundarios y a su complejidad estructural inherente (a la cual 
deben süs prüpiedades únicas y actividad biológica); la síntesis química de estas 
sustancias no es posible o demanda procesos de sintesis muy largos, complejos y 
costosos (Takemoto y Achiwa, 1998; Kutney, 1993 j, que resultan incosteables. Como 
consecuencia, muchos compuestos con actividad biológica comprobada no se 
aprovechan o son extraídos de plantas completas' a través de métodos 
convencionales, largos e inefidentes, que rinden productos muy caros 
(Toivonen,1993; Kutney, 1993). De ahí se origina el gran interés en aprovechar la 
capaddad sintética de los seres vivos en procesos industriales. 

Esta témica, también conodda como biotransfonnación, es muy adecuada para 
producir grandes volúmenes de productos naturaies. Ya sea que se empleen las 
enzimas presentes en el cultivo o se aíslen de él. los catalizadores del mundo 
biológico ofrecen alternativas de bajo costo para elaborar sustancias valiosas, tanto 
nuevas como tradicionales, a partir de precursores baratos (Alfennann,1980). Esto 
es posible por las ventajas que ofrece la biocatálisis sobre la catálisis quimica: las 
enzimas son altamente selectivas -en términos de diasteroselectividad - con respecto 

9 La presión que ha ejerddo esta práctica sobre las poblaciones silvestres de algunas especies, ha sido 
muy grande y ha puesto a muchos recursos naturales valiosos e..'1. peligro de extinción. o induso, ha 
acabado con ellos. 
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a las sustandas sobre las que actúan; los procesos en los que partlopan son 
generalmente completados en cortos periodos de tiempo (ntinutos u horas); pueden 
dar rendimientos muy altos de los productos enantioméricarnente puros; trabajan en 
condidones fISiológicas, por lo cual no demandan condidones extremas de reacdón 
(temperatura, y/o presión), ni requieren la presenda de metales pesados; y son 
capaces de trarISformar precursores extraños, esto es, sustratos que no son 
normalmente produddos en las plantas de las cuales e! cultivo es derivado 
(Nakamuraetal.,I995). 

Por las características de la catálisis enzimática, el impacto ambiental de los 
procesos de sintesis biológica es bajo, ya que utilizan menores cantidades de energia, 
no se generan afluentes de agua caliente, ni desechos con metales pesados. Esto 
hace a los productos de la biocatálisis muy atractivos para el consumidor preocupado 
por e! cuidado de! ambiente y e! equilibrio ecológico. Además, estos productos 
presentan una ventaja adidonal, son considerados compuestos naturales en el 
mercado, porque fueron sintetizados por sistemas biológicos lO. 

Una de las áreas más promisorias de la biocatálisis se encuentra en e! empleo 
conjunto de química sintética y cultivos de tejidos vegetalesll. En los últimos años, 
ha sido ampliamente reconoddo e! amplio potendal bioquímico de los cultivos de 
oélulas vegetales, para efectuar biotrarISformadones especificas de un sustrato 
particular, natural o sintético, que rinden productos de importanda comerdal 
(Hamada et al. 1994; Cada et al., 1996). Pueden conseguirse productividades muy 
altas, en procesos de sintesis mixta. en los cuales se adiciona a cultivos de células, un 
precursor químico de un metabolito secundario que nonnalmente produce el 
organismo, para sobre producir un producto natural de interés; o bien, un sustrato 
foráneo (un compuesto sintéticos análogo a un intermediario natural o un producto 
de otras espedes), que sufre modificaciones deterntinadas, para llevar a la formación 
de una sustancia con nuevas propiedades químicas y biológicas que no está 
nonnalmente presente en el cultivo, o en la planta de la cual los cultivos celulares se 
originaron (Alfermann,1980; Kutney, 1993; AkakabeyNaosltima. 1994). 

10 La Roche. la principal compañía productora de vitaminas para consumo humano y animal del 
mundo. que tenía montados procesos de catálisis química. están montando procesos industriales con 
biocatálisis para vender sus productos como naturales en el mercado. 
Il Se hacen investigación de biotransformaa.ones de sustancias orgánicas con <:ultivos de células 
vegetales en más de 30 grupos de investigación localizados en diez países: Alemania. Australia, 
Canadá. Corea. EU. Francia. India, Italia. Japón y República Checa. La mayoña de los estudios 
reportados en esta área son japoneses o alemanes. 
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al Especies utilizadas 

Se han efectuado biotransformadones a nivel de laboratorio, con cultivos de células 
vegetales de más de cuarenta espedes (Tabla 8), las espedes más utilizadas son: 
Nicotiana tabacum, Catharanthus roseus y Daucus carOla. Se han llevado a cabo 
modificadones de una amplia gama de sustratos tanto naturales como sintéticos, 
Incluidos: monoterpenos, diterpenos, esteroides, agliconas, alcoholes, alcaloides, 
carotenoides, cetonas, áddos grasos, fenoles, ésteres, flavonoides y glicósidos 
cardiacos. 

Tabla 8 . -Espedes vegetales empleadas en estudios de biotransformadón 

Especie 
AfteFitisia 
annua
Capsicum 
ftutescens 

. Cannabis sotiVa 

Cassia 
didymobotrya 
Catliaranthus 

;- riise-IIlS--

Sustrato utilizado 
Acido anemislnico. 

Progesterona 

Térpenos 

Chalconas 

Alcoholes piridlnicos 

.• Pipeñtona 

: Monoterpenos 

Geranio! 

Reacciones efectuadas 
9-~-Hidroxilación 
p-D-Glicosidaci6n 
20 a Reducción 
14 CL Hidroxilación 
Reducción 

Oxidación 

.. 20 ~ Reducción 
14 a. Hidroxilación 
Método de desracemización de 4 
- piridil- 1 etanol a la fonna 
(R) 

4 Y 6 Hidroxilación adyacente· 
·c=c . 

·lntroducdón adyacente a C,:,C 
, de grupos oxigenados . 

Oxidadón de alcoholes a 
aldebidos 
Isomerizad6n 
Reducción de grupos ceto· 

Monoterpenos alilicos Hldroxiladón 

Equisetum sp. 

Corydolls <pp. 

y ctcli~s "-, " -

Fenoles 

Hidroxi-D~ 

fenilglicina 
Alcaloides 
{protoberberinas} 

Rclucdón de C =C de grupos 
-- éetona, ' --

Acoplamiento oxidativo 

Acoplamiento oxidativo e-e 

Adición de un intennediario 
metabólico (tirosina} 
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Referenda 
Kawamoto, et al., 
1998 
Alfennanny 
Reinbard, 1980 
Alfennanny 
ReiDhard,1980 
Vitali et al .. 1998 

Alfennanny 
Reinbard,1980 
Takemotoy 
Acbiwa, 1995 
,Takemotoy 
Acbiwa, 1998 
Mamada et al., 
1994 

. Hmita et al., 1994 

Camere, et al., 
1989 

Nakamura etúl., 
1995 
Hamada et al., 

.1997 

srtdhat et al., 
1997 
Guo et al., 1997 
Guo et al.. ! 998 

Kamigaucbi et 
111.,1994 
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Especie Sustrato utilizado Reacciones efectuadas Referencia 
Crocus sativus Carotenoides 1-6 B-D-Glucosidaáón Dufresne el al •• 

1997 

Cheiranthus Progesterona Reducción de dobles enlaces Alfermanny 
c/reiri Reinhard.1980 

Daucus carota Cetonas aromáticas o; Reducción de cetorias Akakabey 
Naosbima. 1994 
Yosbihikoy 
Naosbima. 1994 
Naoshimay 
Akakabe.I991 
Akakabe et al .. 
1995 

ÁOOo 2- oxo- 4- Reducción Cada el al .. 1996 
Fenilbutanoico 
ÁOOo2 hidroxi 4- Reducáón de ésteres Chadba et al. 1996 
fenilbutanoico 

Dieifalis lortoJa Esteroides Glucosidación Paper y Franz. 
1989 

Dieifalis Esteroides- Glucosidaci6n Paper y Franz. 
purpurea 1989 
DWscorea Progesterona Reducáón de dobles enlaces Alfermanny 
deltoidea 3~-Reducción Reinhard. 1980 

(S)-(-)y(R)-(+)- Hidroxilación Oxidaxión Vanek et al •• 1999 
limoneno 

Gardenia Cetonas' <iIOináticis <X Reducción de cetónas Akakabey 
jastitmwfdes Naosbima. 1994 

Yosbihiko y~ 
Naosbima. 1994 
Naoshimay 
Akakabe; 1991 

Glicine 11UlX Geraoiol Oxidación de alcoholes a Carriere et al .. 1989 
a1dehidos 
Isomerizadón 

Hidroxi D- AcopIamiento oxidativo Guo el al.. 1998 
fenilglidna 
Etil2-metil3- Reducción de grupos ceto Nakamura el al .. 
oxobutanoato 1995 

Hedei-a hdix Progesterona Reducción de dobles enlaces Alfermanny 
3~-Reducd6n Reinhard.1980 

Hevea o;-Cianohidrinas Hidroxinitriloliasas. Hicke1 el al .• 1996 
brasiliensis 
Lycopersiam Progesterona Reducción de dobles enlaces Alfermanny 
esculentum 3~, 20~ Reducción Reinhard.1980 

6~, lla,l4<x Hidroxilación 
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ES];!ede Sustrato utilizado Reacciones efectuadas Refer"enda. 
Lycopersicon Fitohormonas esteroidales C-25 y C-26 Hidroxiladón Winter et al.; 
esculentum (brasinosteroides) 26-ª- Glucosidadón 1997 

Fitohormonas esteroidales Precursor metabólico (3- Kolbe etal" 
(brasinosteroides) dihidro 24-epi- 1998 

testosterona) 
Marchan/ia Esteroides Reducd6n de grupos Hamada et al., 
polymmpha carbonilos C-17 1993 

(derivados de audrostano) 
Hidroxilad6n 

Etil2-metil3- Reducción de grupos ceto Nakamura et al_, 
oxobutanoato 1995 

Myrtillocactus Monoterpenos Oxid.dón hidroxiladón Gil el al., 1995 
geometrizans alllica 

Mmtha piperita. Piperitona 7, Hidroxiladón Park et al., 1994 

TeIpenos Hidroxiladón ParkyKim, 
Epoxidaci6u 1998 

Nerium oleander Esteroides y agliconas 5 ~ Glicosidadón Paper Y Pranz, 
1993 

OXidación 

C!clizadón 
Sp-H esteroldes (.gliconas 3-0 Glucosidadón paper y Franz, 
cardenolidos) 1989 

Nepeúl ~ülii -l\.iOD.ot~os . HidroxiladÓll Hallahan et al .• 
1992 

Nicotiant1 Cembranoides de tabaco c- 10 y C-12 Hidroxiladón Aro,p et al. 
silvestris. Epoxidadón 1993b 

Reducdón 
Ciclizadón 

Dibendlbutan6lidos Ciclizadón Kutney, 1997 

Nicotiant1 TeIpenos 20~ ReducdÓll Alfennanny 
tabacum .14<x Hidroxilación Reinhanl,1980 

MonoteIpenos IntrOducción advaéente a Hir.1a et al., 
. C=C dé gtúpos oxigenados 1994 

Geranio! OXidadón. Camere el al .. 
lsomerizadón 1989 
Reducción de grupos ceto Nakarnuraet al .. 

1995 
Verberon. Reducdón unión e-c Hu.ta et al., 

1993 

"._---_._-
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Especie Sustrato utilizado Reacciones efectuadas Referencia 
Nicotiano. Cetonas aromáticas a Reducción de cetonas Akakabey 
tabacum Naoshima, 1994 

Yoshihikoy 
Naoshima,1994 
Naoshimay 
Akakabe. 1991 

Aretoacético ésteres Reducción de esteres Naoshima el al .• 
1989 
Naoshimay 
Akakabe 1989 

Cetonas Reducción de C C Shimoda el al •• 
adyacentesa grupos 1995 
carbonilo 

Monoterpenos' Oxidación hidroxilaci6n Gll el al .• 1995 
alfiica 

Papaver FIavonoides (sUbina) 
somniferum 

7-0-1l- D-Glicosidadón Kren el al .• 1998 

PhaIae1wpsis sp. Reducción de grupos ceto Nakamura el al .• 
1995. 

Phytb/acca Reducción de grupos ceto Nakamura el al •• 
l117!ETiazn¡¡ 1995 
Piswiliaiivum Ácidos grnsos(en¡re7y a OXidación A.daID. el al.; 1996 
L .. . ÍSáiom.os de oiIlx>,nor .. 

Podoplrylllltn Podolllotoxinas Cidizadón oxidativa Kutney. 1997 
peltatum 
1I1lphtuius . HichoXi;" D-féringlidna OXidación (PCroxidasas) Guo el ill .• 1998 
sativusL. .. 

Rosasp. Ptogesterona Reducción de dobles Alfennanny 
enlaces Reinhatd. 1980 

Texpenos 3~, 20 a, 20~ Reducdón 
Reducción 

Süenealba BetaJafnas Orto-dimetoxiIaci6n de Vlfl el al .• 1993 

g:;r:.~:la) grupos aromáticOs 
DesbaJogenadón 

So1anum (S)-(-) y (R)-( +) - Hidroxiladón Oxidadón Vanek el al .• 1999 
aviculare limoneno 

·Solanuin PtOg~. Reducción de dobles AlfetmaImy 
tuberosinn· .' enlaCes ReinhaId. 1980 o" 

311 Reducción' 
5-0.' R- <steroides· . Glucosldación Pape< y Frnnz. 

1989 
So1anum Acetovanillona Hidroxiladón de a-metilos Mühlenbeck Y 
khasianum Barz.1997 
So1anum. SaJjnl:pnjda 2-0-~-D~lué:osldación SyabIaniel al •• 
l71I11TUI1JJSU1 1997 
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Especie 
Sop/wra gustifolilt 

Thevetilt netiifolilt 

Tripterygium 
wilfordii 

Vitis vinifera 

DunaJiella 
tertiolecta 

~gahalófita ) 

Sustrato utilizado 

Glicosidos cardiacos 

diterpenos y 
triterpenos 

Cembranoides de 
tabaco 

Carotenoides 

Geranio! 

Monotcrpenos 

Fuente: Elaboración propia 

Reacciones efectuadas 
Reducción de dobles 
enlaces 
Deglucosidaci6n 
Deacetilación 
Análogos estructurales 

C-15 Hidroxilaci6n 
Epoxidación 

Glucosidación 

e-OH Oxidación 
EIZ Isomerización 
C=O Reducción 
C=C Reducción 
Hidroxilación 
Reducción de grupos 
aldehído . 

Referencia 
Alferm""", 1980 

Alfermann y Reinhard, 
1980 
Kumey, 1997 

Arrulpeta/.1993a 

Dufresne et al" 1997 

Conmer y Ambid, 
1987 

Nomaetal" 1992 

De acuerdo con las condiciones de reacdón, un sustrato especifico puede ser 
convertido en diferentes productos. Por otro lado~ tL.'1 cultivo de células puede 
trasformar diferentes sustratos (Vanek et al., 1999). El patrón de biotransformadón 
de los produClos obtenidos depende de las donas celulares empleadas 
(Alfermann,1980). 

Las reacciones de biotransformación con cultivos de células vegetales se han 
restringido a la transformación de metabolitos secundarios de origen vegetaL hay 
pocos ejemplos de trw'"1sformadón de productos foráneos sintéticamente importantes 
(Chadhaetal., 1996). 

La mayor parte de ios estudios reportados son pruebas a nivel laboratorio. Se han 
escalado a escala industrial sólo unos cuantos procesos de biotransformad6n con 
células vegetales: un proceso productivo alternativo para el Arbutín, agente 
depigmentante de Shisedo Company, Japón, que consiste en una hidroxiladón de 
hidroquinona realizada por C. roseus; un proceso similar efectuado por Raauwolfia 
serpentina.; y la digitoxilla produdda por 12[3- Hidroxiladón con Digitalis lanata. Los 
costos de la sintesis química de las sustandas y de los proceso de biotransformadón 
son muy similares (Berlín, 1997). 

56 



b) Reacciones efectuadas 

Las bioconversiones efectuadas con células vegetales han sido: acoplamientos 
oxidativos, dclizadones, condensadones, epoxidadones, des-metiladones, 
desacetiladones, desglucosidadones, desracemizadones, formadón de ésteres, 
glicosidadones, hidrólisis, hidroxiladones regloselectivas y enantioselectivas, 
isomerizadones, metiladones, oxidaciones regioselectivas y enantioselectivas, 
reducdones de dobles enlaces, reducdones de fundones aldehido, reducdones de 
fundones carbonilo, reducdones de grupos ceto y saponificadones. 

Quizá la capaddad biosintética de los cultivos vegetales que más se ha empleado 
es la capaddad oxido-reductora del metabolismo primario (hidroxiladones 
regloselectivas de dobles uniones de carbonos, hidroxiladones enantioselectivas, 
reducdones estereoselectivas de grupos ceto y conversiones redprocas de alcoholes 
delicos y cetonas) (Vanek et al .. 1999). Pero aquí. igual que en las reacdones 
anteriores, el empleo de cultivos microbianos presentan ventajas importantes sobre 
los cultivos vegetales: los cultivos microbianos utilizan medios nutritivos más 
simples y comparadas con los microorganismos, las células vegetales crecen muy 
lento y los cultivos son muy susceptibles de contaminadón, lo cual las hace menos 
adecuadas para los largos procesos de escalamiento usados en la industria (Miersch, 
et al. 1999; Miyazawa et al., 1995; Alfermann,1980). Por eso cuando una bacteria o 
levadura efectúa la misma reacdón que un cultivo vegetal, se elige al cultivo 
microbiano. 

Además, la biotransformadón con microorganismos ha sido extensamente 
aplicada a nlvel industrial, para la producdón de áddo aspártico, fumárico, málico y 
en la Inter.-convendón de varios esteroides (Vanek et al., 1999). Todos los 
fermentadores y grandes biorreactores utilizados en la industria fueron diseñados 
para elios y no cumplen con las necesidades de cultivo de las células vegetales, 
bastante más difíóles de satisfacer. 

La pregunta obvia es: ¿pueden competir las plantas en este campo con los 
microorganismos? La respuesta es af"mnativa. Hay compuestos que requleren una 
oñentadón específica que no puede conseguirse con microorganismos o condidones 
de reacción difíóles de conseguir. Por ejemplo, algunas reacdones efectuadas por 
microbios, requieren estrictas condidones anaeróbicas (Cada et al., 1996); existen 
también reacdones que no son efectuadas por los microorganismos, como la 
glicosidadón de sustandas extrañas (Berlín, 1997). Pero sobre todo, las bondades de 
los cultivos de plantas se encuentran, en las especifiddades sintéticas del 
metabolismo secundario, que se han explorado muy poco. 
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Las plantas a diferenda de los microorganismos, son capaces de glicosidar 
sustratos extraños. La formación de glucósidos conjugados es considerada un 
proceso de de-toxificadón (Syahrani et al., 1997). La presenda de sacáridos es una 
característica estructural importante, a la cual deben su actividad biológica muchos 
compuestos naturales; la glicosidación puede ser de alto valor medicinal; la adición 
de una molécula de glucosa a un esqueleto no polar, del carotenoide le confiere una 
excepcional solubilidad en agua a sustondas hidrofóbicas (Dufresne et al., 1997). Los 
cultivos de células vegetales pueden ser una excelente herrarulenta para glicosidar 
agliconas, cardenólidos, esteroides, colesterol, cardenólidos y compuestos fenólicos, 
especialmente los fiavonoides (Vanek, et al., 1999; KIen el al., 1998; 
Alfermann,1980). 

Algunas plantas forman glicósidos cianogénicos para defenderse de predadores y 
parásitos, las hidroxlnitriloliasas enzimas vegetales citoplásmicas -localizadas en la 
vacuola central de células del mesóf!lo y de la epiderruls de las hojas- están 
involucradas en el metabolismo de estas sustandas. Estas enzimas se han aplicado 
en la sinlesis de cianohidrinas enantioméricarnente puras. Las cianohidrinas son 
importantes en sintesis porque dos grupos funciónales: el alcohol y el nitrilo, pueden 
ser fáciimente convertidos en un amplio rango de productos qulrales: ot

hidroxiácidos y esteres; o:-hidroxialdehidos y cetonas, f3-arulnoalcoholes y a-fiuora 
rJtrHos. :r-1'1.o1éculas est.nlcttrraleS qUe están presentes en gran cantidad de produaos 
de las industrias: farmacéutica, veterinaria, agroquímica y alimenticia (Hickel et a!., 
1996). 

La conversión de fenoíes libres, representa un mecanismo de detoxificación, 
detectado en distintos estudios, en diferentes especies vegetales (Siebert, 1996). 

Estas reacciones son desempeñadas por peroxidasas, enzimas ampliamente 
distribuldas en el reino vegetal que pueden encontrarse en vacuolas, ¡anoptasto, 
plasmalema y dentro y fuera de la pared celular. Estas enzimas tienen una amplia 
variedad de funciones, que se hacen evidentes por la presencia de algunas 
isoenzimas en diferentes compartimentos de la célula vegetal. Hay enzimas 
aniónicas y catiónicas. Las más ácidas se localizan en la pared celular o en sitios 
extracelulares, rrJentras las formas catiórncas Se distribuyen tanto en la pared 
celular como en compartimentos del citoplasma (Vitali et al., 1998). El acoplarulento 
oxida¡ivo de fenoles es una reacción muy importante en química sintética, en 
especial las uulones c-o ó COCo Las peroxidasas vegetales pueden efectuar uniones 
C-C, con alto rendimientos, sin necesidad de proteger grupos funciónales (Guo et al., 
1997). 
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La resoludón de racematos de piridil alcoholes es imponante para la industria 
farmacológica (Takemoto y Achiwa, 1998). Se emplean varios métodos químicos y 
biológicos para preparar alcoholes ópticamente activos a partir de mezclas 
racémicas como: resoludón óptica, oxidadón selectiva de un enantiómero y 
desracemizadón. Este último es el método más promisorio porque permite un 100% 
de conversión del racemato inidal al compuesto quiral correspondiente (Takemoto y 
Achiwa, 1998). La desracemizadón de alcoholes ópticamente activos, a través de 
oxidadónes sucesivas, puede efectuarse con muy alta efidencta, por cultivos de 
células vegetales (Takemotoy Achiwa, 1995). 

Los jasmonatos son un grupo de reguladores de crecimiento que están 
involucrados en varios procesos regulados por el ambiente: heridas, estrés osmótico, 
salinidad, contacto y presenaa de un patógeno. El áddo jasmónico y sus metil
ésteres se encuentran en numerosas plantas superiores. A partir de estos 
componentes mayores, se forman por hidroxiladón, O-glicosidadón o conjugadón, 
numerosos compuestos menores, tanto en plantas como en otros eucariontes 
(Miersch et al. 1999). La transformadón de jasmonatos por cultivos de células 
vegetales puede llevar a la formad6n de nuevos compuestos qnimicos con actividad 
biológica. 

Las plantas efectúan la a. oxidadón de áddos grasos en enzimas unidas a 
membrana celular. El utilizad6n de esta capaddad sintética de los vegetales, puede 
ser muy útil en química sintética porque los 0.- hidroxiáddos son importantes 
bloques de construcdón para la sintesis de glicoles activos, halo ésteres y epóxidos 
(Adam et al., 1996). 

e) Biotransformaciones de terpenos 

Las células vegetales son muy hábiles para transfonnar terpenos ex6genos (Park y 
Kim, 1998). Las reaedones de biotransformad6n efectuadas con terpenos incluyen: 
epoxidad6n, glicosidad6n, hidroxiladón, isomerizadón, oxidad6n, reduedón y 
saponificadón. Estas reacdones aprovechan tanto las capaddades anab6licas como 
catabólicas de las espedes vegetales. 

La degradad6n oxidativa es una ruta posible para el metabolismo de sustanaas 
en plantas. Este mecanismo se basa en la epoxidad6n de uniones dobles. Pero, la 
oxidad6n de pequeños terpenos cumple también fundones anabólicas. Por ejemplo, 
la oxidadón del escualeno por una mono-oxigenasa y la posterior dclizad6n por 
una ddasa forma el ddoartenol, que es el primer compuesto esteroidal en las 
plantas (Kolbe et al. 1998). La glucosidadón es también una ruta imponante del 
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metabolismo de los alcoholes monoterpénicos y sus glucósidos son compuestos 
encontrados en aceites esenciales de pla,.-ltas completas (Carnere et al., 1989). 

Se han hecho numerosos reportes de introducdón de grupos hidroxilo a terpenos 
por microorganismos como Aspergillus, Pseudomonas, Proactiwmyces y cultivos de 
células vegetales de Nicotiana tabacum, Dioscorea deltoidea, Myrtillocactus geometrizans, 
Mentha pipenta, Nepeta mussinii y Solanum aYiculare, por mendonar algunos (Park et al. 
1994; Noma et al., 1992). En las hidroxiladónes y epoxidad6nes de ¡erpenos, están 
involucradas las enzimas citocromo P-450 monoxigenasas (Hallahan et al., 1992; 
Park y Kim, 1998; Mühlenbeck y Barz, 1997; Hamada el al. 1994), enzimas 
involucradas en procesos de detoxificación de numerosas sustandas (Wmter et al .. 
1997). 

La introducdón de un grupo fundonal oxigenado en a1quenos es una de las más 
importantes reacdones de la química sintética. Hay experienda en la 
biotransformadón de monoterpenos y cetonas alifáticas (Cada et al., 1996) por 
introducción de un grupo funcional oxigenado en terpenos (careno y pineno), 
empleando cultivos en suspensión de células vegetales (Hírata et al. 1994). 

Los monoterpenos son muy importantes para la industria de sabotizantes y 
fragancias. Hay mucho int~ré5 en investigar la biotransformadón regioselectiva y 
enantioselectiva de monoterpenos naturales, para la obtención de sustandas 
importantes por su aroma o sabor (Amarp et al. 1993b; Hamada et al. ¡ 994). 

d) Optimizaci6n de los sistemas de biolransformaciM 

La biotransformadón con vegetales puede realizarse con diferentes sistemas 
celulares: plantas completas, órganos (raíces u hojas), cultivos de callos, cultivos de 
células en suspensión, cultivos de raíces transformadas y cultivos de células 
elicitadas (Toivonen,1993; Nakano et al., 1998). 

Los cultivos en suspensión son la fonna más emplead~ por las ventajas: que tiene 
trabajar con sistemas homogéneos fádimente manipulables. No obstante, no 
resultan la mejor opdón en todos los ensayos porque no siempre se encuentran en 
los cultivos celulares todas las capaddades biosintéticas de la especie vegetal en 
cuestión. En tales casos, deben elegirse sistemas de células diferenciados. Cuando se 
busca aprovechar la maquinaria enzirnática del metabolismo secundario, los cultivos 
inducidos con elidtores son el sistema más adecuado. 
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Existen también distintas opciones en la forma como las células se utilizan. Los 
ensayos de transformaci6n pueden montatse con: células vivas en suspensi6n, 
células vivas inmovilizadas, homogenados celulates, fracciones libres de células, 
pattes específicas de las células (fracciones rrñcrosomales, organelos, citoplasma, 
etc.) o con enzimas (Tabla 9). 

Los sistemas a elegir dependen de los objetivos específicos de la investigaci6n. Los 
homogenados de plantas completas, órganos O cultivos celulates son la forma más 
utilizada porque son los sistemas más fáciles de empleat, solamente hay que 
adiciollat un amortiguador, e induso puede empleatse algún solvente orgánico. Sin 
embatgo, en los ensayos prelintinates es mejor utilizar células vivas, porque algunas 
enzimas son patciaimente destruidas durante el proceso de homogenizaci6n (Arnarp 

etal.I993b). 

Los sistemas celulates conservan intactas sus enzimas. Mantener vivas a las 
células durante el proceso de transformación tiene ventajas, por ejemplo, no es 
necesario adicionat cofactores (como ATP, NADH, etc. ); pero también tiene 
inconvenientes. Es necesatio en primer lugat, introducir los sustratos a las células, 
situación que se complica porque muchas enzimas de interés están 
compattimentalizadas a nivel subcelulat. Pata fadlitar la entrada a las células y 
conseguir un consumo más rápido de los sustratos, se ha intentado permeabilizat las 
membranas celulates con el empleo de agentes qufmicos como dimetilsulf6xido, o 
Tween 80; o por métodos físicos como electroporación (DiCosmo et al .. 1989). Si se 
adiciónó un surfactante, debe deterrrñnatse su toxiddad (Noma et al., 1992; Gil et 
al., 1995). Pata conseguir sistemas homogéneos de biotransformación, en el 
ambiente acuoso que requieren las células, se disuelven las sustancias poco solubles 
en agua. en algún solvente orgánico. En estos casos, es necesatio empleat un 
solvente que no resulte t6xico pata las células en las concentraciones empleadas. Si 
el sustrato o el producto son sustancias volátiles, se emplea extracdón in situ, (se 
adiciona un solvente no miscible con agua que disuelve la sustancia en cuestión y la 
atrapa). Cuando se emplean sustratos exógenos, debe deterrrñnarse cual es la 
máxima concentración que no resulta tóxica pata el cultivo. 

las células vegetales crecen muy lento en compatación con los cultivos 
rrñcrobianos. Pata disminuir los altos costos que involucran latgos periodos de 
crecimiento, se intenta desatrollat procesos semicontinuos de biotransformaci6n 
(Kutney, 1997), reutilizando células inmovilizadas en matrices inertes de alginato de 
calcio (Chadha et al., 1996). Las dificultades de estos sistemas son por un lado, una 
menor superficie de exposición, lo cual dificulta la entrada de sustratos y el 
confinamiento de los productos en el interior celulat. 
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Tabla 9.- Formas celulares empleadas en biotransformaciones vegetales 

Forma de cultivo Especie Referencia 
Hojas Mm/ha piperita Karpetal., 1990 

Mentha spicata 
Perilla fru/escens 

Hojas Nerium oleander Paper y Franz, 1989 

Homogenados celulares Pisum sativum Adametal., 1996 
Nicotitma tabacum AmaIp et al., 1993 

Extractos libres de células Nicotiana tabacum AmaIpetal., 19930 

Fracción microsomal Nepeta mussinii Hallahanetal., 1992 

So/anum kltasianum Miihlenbeck, y Barz, 1997 
Células inmovilizadas Daucus carota Akakabe et al., 1995 

Nieotlana tabacum Naoshima y Akakabe, 1991 
Daucus carota AkakabeyNaboshima, 1994 
Gardenill jasnumoides YosWhiko y Naoshima. 1994 
Nicotiarea tabacum Naoshima y Akakabe 1989 

Naoshima et al., 1989 
Hirata et al., 1993 

Gatharanthus roseus Takemoto y Achiwa, 1998 
Callo disgregado MyrtilWcoctus seom'etriz¡;¡ns Gileí al., i 995 

Nieotitma tabacum 
Cultivos de células en Daucus carora Chadha et al., 1996 
suspensión Cada et al., 1996 

Solanum mammosum Syahrani et al., 1997 
Catharanthus roseus Hamadaet al., 1997 

LyaJpersicon esculentum Winter et al., 1997 

Glycinemax Nakamuraetal.,1995 
catharanthus roseus Takemoto y Achiwa, 1995 
Marchantia polymmpha 
Nicotitma tabacum 
Phalaenopsis sp. 
PhytolJzcca americana 
A11emisia annua Kawamoto el al., 1998 

Enzimas Laschat, 1996 
. Peioxidasa CIlSSÚl dfdyw.nb!Jtrya Vitali et ~ .. 1998 

Reductasa Nicotitma tabacuni Shimoda etal.,1995 

Anticuerpos catalfticos Laschat, 1996 

Cultivos fotoautotróficos, Glidnemax Caniere e/al., 1989 
fotomixotrópicos y Gatharanthus roseus 
heterotróficos Nicotiana tabacum 

Fuente: Elaboradón propia 
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Los sistemas libres de células y las preparaciones enzimáticas son más eficientes que 
los sistemas celulares (requleren rulnutos contra horas o días de las reacciones con 
células completas); además, la producción química basada en enzimas aisladas en 
solución o en sistemas inmovilizados es una tecnología estableáda Aunque la 
utilización de enzimas vegetales todavía no es común, el empleo de esta técnica 
para la producáón de fitoqufmicos de interés industrial es muy promisorio. 

El desarrollo de sistemas eficientes de biotransformación de productos naturales 
con cultivos vegetales comprende los siguientes pasos: 

~ Elección de UDa especie vegetal 
~ Establecimiento de cultivos 
~ Selección y mejoramiento de lineas celulares 
~ Optimización de las condiciones de cultivo 

o Composición del medío 
o Biorreactores apropiados 
o Condiciones de cultivo 

• pH 
• numinad6n 

• Temperatura 
• Velocidad de agitación 

~ Optimización de las condiciones de biotransfonnación 
o Proporción ideal de masa celular 
o Suplemento óptimo del sustrato 
o TIempo de reacción 
o Sistema celular 

En los estudios de biotransformación se emplea preferentemente espeáes 
vegetales que no producen nonnalmente el tipo de sustancia que se pretende 
obtener, porque es posible aislar y caracterizar sin gran dificultad los productos (Viel 
et al., 1993). En los estudios para encontrar una especie adecuada, los enfoques que 
utilizan plantas emparentadas, de la misma familia o el mismo género suelen dar 
buenos resultados (Kamigaucbi et al., 1994). El éxito en el proceso de optimización 
depende en gran medida del grado de conocimiento de la fisiología y bioquímica de 
una ruta sintética involucrada. (Berlín, 1997; Alfermann,1980; Kurney, 1993; Neau 
et al., 1997). La capacidad de transformación de las células vegetales es muy variable 
y está influenciada en gran medida de mecanismos internos de control metabólico. 
Hay lineas celulares con rendimientos bajos, que no pueden superar el 20% (Viel et 
al., 1993). En cambio, hay sistemas que dan rendimientos iniciales entre 42 y 48% 
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(Gua et al., 1998; Dufresne et al., 1997). Las tasas de bioconversión están 
determinadas por la especie vegetal empleada. (Carriere et al., 1989). 

Deben determinarse las condiciones de cultivo que promueven crecmuento 
celular y las que fomentan la expresión de los sistemas enzi..,náticos de interés. El 
medio de cultivo, especialmente los reguladores de crecimiento utilizados y las 
condiciones de temperatura, iluminación, y agitación, tienen influenda en las tasas 
de crecimiento de las células y en la expresión de rutas biosintéticas específicas. El 
pE es uno de los elementos de mayor importanda durante la transformadón. 

Las reacdones pueden monitorearse por desapatidón de sustrato y/o la dnética 
de acumuladón de los productos (Karp et al., 1990). Los ensayos suelen hacerse por 
duplicado o triplicado (Dufresne el al., 1997). Para calcular rendimiento se emplea 
cromatógrafo de gases, HPLC o resonanda magnética nuclear. Para calcular los 
excesos enantioméricos se mide rotadón óptica (Naoshima y Akakabe, 1991). Las 
medidones corresponden tanto al contenido de las células como del medio de cultivo 
(Naoshima y Akakabe 1989; Ramada et al .. 1997; Vanek et al., 1999). Para 
determinar la dnética de transformadón y rastrear el destino de los sustratos en los 
sistemas celulares se emplean sustandas marcadas con isótopos radioactivos 
(Winter el al., 1997; Vanek el al., 1999; Kolbe el al. 1998). 

Las estrategias para identificar a las enzimas involucradas en la 
biotransformadón son: utilizadón en los ensayos de diferentes fracdones celulares y 
empleo de inhibidores de enzimas específicas (Winter et al., 1997). Las reacciones en 
sistemas naturales no necesatiamente requleren la partidpadón de enzimas, pueden 
darse por rearreglo espontáneo (Laschat, 1996), por eso es importante establecer 
testigos con cultivos esterilizados en autoclave y comprobar as! si se trata o no de 
una transformación enzimática (Syahrani et al., 1997) 

En caso de que el proceso con células vegetales no sea redituable, los genes que 
codifican para la producdón de las enzimas pueden donarse y expresarse en 
sistemas microbianos, que permitan la producdón de la enzima a gran escala 
(DiCosmo etal., 1989). 

1.1. Una planta muy particular; Piquería trlneiVia 

Piqueria trinervia Cavo Es una planta silvestre de naturaleza herbácea o subarbustiva 
pertenedente a la familia Asteraceae, que tiene pequeñas cabezuelas con lígulas 
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blancas y estigmas amarillos; las hojas se presentan en los nudos por pares y tienen 
tres venas longitudinales y márgenes aserrados. 

Esta espede se encuentra ampliamente distribuida en e! tetritorio nacional, hay 
pobladones de la planta desde Durango hasta Chiapas, también se encuentra en 
Centroamérica y en algurtaS islas de! Caribe. Crece preferentemente asadada a 
bosques de pino - encino, en lugares abiertos y soleados, auque también se 
encuentra en sucesiones secundarlas, en matorrales y en terrenos agrlcolas. se 
localiza en ecosistemas entre 920 y 4200 m sobre e! nivel de! mar, tanto en zonas 
planas como en sitios con pendiente pronunciada; se desarrolla bien en muchos 
tipos de suelos: regosoles, andosoles, cambisoles y tobas volcánicas 12. 

La planta ha sido usada en la medictna tradicional mexicana, desde la etapa 
prehispánica (Bejar et aJ., 2000). Fue identificada en e! Códice Florentino con el 
nombre náhuatl "Cuapupoltzin". Recibe varios nombres comunes: Tarbadillo, Hierba 
de San Nicolás, Xoxonetzal, Yotoxitlic y Emphueste. En las comunidades donde se 
encuentra se utiliza en forma de té de las hojas y flores y en ocasiones de rafees, para 
combatir el tifo, la fiebre, la malaria, el tétanos y desordenes estomacales como 
desintería y diarrea. 

Pü¡ueria trinervia es una de las plantas silvestres mexicanas más estudladas desde 
el punto de vista fitoqufmico. Se han purificado y caracterizado varios de sus 
metabolitos secundarios, en particular los componentes terpénicos. Entre otros 
compuestos han sido reponados: a-santalal, santaoloL dihidrometoxi carquejoL 
isoferulol -(4-senedoato), isoferulol -(4-acetoxi-senedoato), isoferulol -(4-
hidroxisenedoato, acetato de carquejilo, el diterpeno trinervinol y dos terpenos 
diasteroisómeros, piquerol A y piquerol B (Jiménez y González de la Parra, 1983; 
Soriano-Garéa, et aJ., 1983). Entre ellos, resulta 
interesante el piquerol A (Fig. 12) porque tiene 
un espectro de acción biológica muy amplio: 
presenta propiedades alelopáticas (González de la 
Parra et al., 1981), es molusquidda (Cruz-Reyes et 
aJ., 1989), acaricida (González de la Parra et al., 
1991) y actúa contra Trypanosoma cruzi (Castro, et 
al., 1992);. La estructura molecular de este 
monoterpeno ha sido comrrmada por 
cristalografía de rayos X. Esta sustanda fue 
aislada de plantas colectadas en las poblaciones 

OH 

OH 

Fig. 12.- Piquerol A 

12 Estos datos son resultado de un estudio que efectuamos en el Herbario Nacional de México 
(MEXU) 
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que se encuentran al Sur de la ciudad de México. Su isomero, el piquerol B, fue 
aislado de plantas de P. trinervia de diferentes pobladones, localizadas en 
Atlacomulco, Edo. de México. Sin embargo, las sustandas responsables de las 
propiedades medicinales atribuidas a la planta todavía no han sido identificadas 
(Bejar et al., 1999). 

A pesar de su amplio uso en la medicina tradicional, no se cultiva Piqueria trinervia 
en ningún sitio. La eventual explotación de la planta a gran escala ejercería una 
presión muy fuerte sobre la especie. Para aprovechar este valioso recurso vegetal sin 
arriesgarlo, en nuestro grupo de trabajo. se decidió iniciar un desarrollo 
biotemológico para la especie. La domesticación de la planta dentro de una 
estrategia que conserve la diversidad de la especie, necesariamente involucra 
reproducción sexual. Por eso se determinaron en primera instancia, los parámetros 
limitantes para la genúinación de semillas de la planta. El segundo paso, fue el 
desarrollo de un sistema de micropropagadón por una doble vía: organogénesis y 
embriogénesis somática (Hemández, 1996; Saad, 1996). Posteriormente se 
desarrolló un protocolo para obtener un cultivo de células suspensión, que produce 
piquerol A en la etapa de crecimiento exponendal. Se emplearon dos estrategias 
para aumentar su producdón: el empleo de elicitores fúugicos y la adición de 
precursores metabólicos (mevalonato y geraniol). En los cultivos elidtados no se 
detecta piquerol ~ en cambio se producen cuarro nuevas sustandas~ entre ellas. un 
nuevo monoterpeno con actividad fungulcida. El mevalonato no se incorpora a los 
monoterpenos de la planta, el geranio!, sí aumenta rendimientos (Saad, ¡ 996; Liza 
Covantes, comunicación personal). 

PÚ¡ueria trinervia es una planta que representa un sistema ideal para la 
biotransformadón de monoterpenos porque smtetiza varios de ellos en dos 
metabolones". Un canal metabólico es constitutivo y se expresa tanto en plantas 
completas como en cultivo de tejidos vegetales; el otro se mduce con elidtores en 
sistemas de cultivo en suspensión de la planta. En el primer sistema el compuesto 
más abundante es el piquero!, mientras en ei segundo eí compuesto más notable es 
una fitoalexina que presenta actividad fU!lgidda y antibiótica. 

En este trabajo estudiarnos las posibilidades de biotransformadón de geranil 
pirofosfato • el mtermediario ubicuo de la smtesis de monoterpenos en plantas· por 
cultivos in vitro de Piqueria trinervia, para la producción de monoterpenos. Con los 
objetivos que a contmuación se anotan. 

13 Procesos sintéticos y catabólicos que involucran regulación espadal, temporal y ambiental 
pa.-Jc.llar. 
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IV.- Objetivos 

General 

Aumentar la sf,:1tesis de dos monoterpenos: piquerol y piquerinol, por 

biotransformación de geranil pirofosfato en cultivos de células en suspensión, 

cultivos elicitados y cloroplastos aislados de Piquería lrinervia Cav., como primer paso 

para el empleo de las terpeno-ciclasas de esta planta, en la producción de 

metabolitos secundarios bioactivos 

Especfflcos 

}> Estandarizar la sintesis química de geranil pirofasfato y geranil pirofosfato 

deuterado, para. emplearlos como sustrato de las reacdones de 

biotransformadón y las pruebas de actividad enzimática 

» Determinar el tiempo oprimo de biotransformadón de geranil pirofosfato en 

piquerol, por cultivos de callos en suspensión de P. lrinervia 

¡,. Peterminar el tiempo óprimo de biotransformadón de geranilpirofosfato en 

piquerinol, por cultivos en suspensión elidtados de P. lrinervia 

» Establecer la concentradón de geranilpirofosfato que debe adicionarse a los 

cultivos 

» Estandarizar la técnica de aislamiento de doroplastos a partir de hojas de P. 

lrinervia 

» Establecer un sistema de biotransformad6n de geranil plrofosfato en piquerol 

por doroplastos de P. lrinervia 
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v.- Hipótesis 

1. La adición de geranil pirofosfato a cultivos de células en suspensión de 

Piquería trinervia, incrementará la producción de piquero!, mediante la 

intervención de una monoterpeno cidasa 

2. Como los plastidios suelen ser el lugar de sintesis de los monoterpenos, los 

doroplastos aislados de hojas de Piquería trinervia, pueden ser un sistema más 

eficiente que los cultivos de . células, para la biotiarisformación de geranil 

pirofosfato en: piquero!·. 

3. La disponibilidad de GPP es uno de los factores limitantes de la sintesis de 

monoterpenos, al adicionar' este sustrato' a los ailtivos" en suspensión 

elicitados de Piquería trinervia~ se aumentará laproducdón depiquerinoL que 

es la principal fitoalexina de esía planta . 
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Vi.- Materia!es lf métodos 

Las actividades realizadas para cubrir los objetivos planteados se cubrieron en cinco 
etapas (Fig. B ): 

)? Establecimiento de cultlvos in vilro de P. trinervia Y de Fusarimrt mom7iforme 
;¡. Purificación y caracterización de la principal fitoalexina producida en los 

cultivos elicitados ; 
» Sintesis de geranil pirofosfato y geranil pirofosfato deuterado; 
» Experimentos de biotransforrnación de GPP con cultivos de células en 

suspensión, cultivos e1icitados y doroplastos; 
)? Pruebas de actividad enzimátka de monoterpeno cidasas. 

l} En la primera etapa se trabajo en el establecimiento de tres tipos de cultivos de P. 

trinema: 
al brotes, 
b) cultivos de células en suspensión 
e) y cultivos elidlados. 

Todos los cultivos se generaron a partir de semillas germjnañas in vitro. Los 
cultivos elicitados se indujeron con homogenados de micelio de FlI..sanum 
moniliforme, para lo cual se aislaron y mantuvieron cepas monospóricas de este 
hongo. 

2) En la segunda etapa se aisló y caracterizó un nuevo monoterpeno, el piquerinoi, 
que es la principal fitoalexina producida en ios cultivos elicitados de esta planta. 

3) Durante la tercera etapa se estandarizó la téculca para la producción de GPP y 

GPP deuterado. La producción de geranil pirofosfato se realizó mediante la 
adición de un pirofosfato al geraniol comercial; la síntesis de geranil pirofosfato 
demerado requirió del marcaje previo del geranio! con deuterio. El GPP se 
empleó como sustrato de los experimentos de biotransformación y el G-PP 
demerado para efectuar pruebas de actividad enzimática de monolerpeno 
ddasas. 

4} En la cuarta etapa se realizaron las actividades centrales de esta investigación, los 
e];.perlluentos de biotrful.sfOlmadón de GPP en los diferentes sÍstemas in vitro. En 
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prLlllera- ins~an-da, se midió la concentración de piquerol en diferentes órganos de la 
pianta, en los cultivos de callos y en ¡as células en suspensión; y de piquerino! en los 
cultivos elidtados sin tratar; para emplearlos como punto de referencia. Se hicieron 
cinco experimentos de biotransformadón de GPP con cultivos de P. trinetVia, con tres 
sistemas celulares: dos con cultivos de células en suspensión, dos con cultivos 
elidtados y uno con doroplastos (Tabla 10). En los e"Áperimentos con los cultivos 
"elulares se buscaba la producción de piqueroL en los cultivos elidtados, la de 
piquerinol y con los cloroplastos el producto esperado era piquero!. 

Tabla lO. -Experimentos de biotransformadón de GPP con cultivos de P. trinetVia 

Experlmento Objetivo Sistema Condiciones Variables 
celular 

1 Detenulnar el tiempo CUlti.v~ de lOmgde TIempo de reacción 
óptimo de células en GPP (6,12,24,48,72 Y 96 
biatransforrnación de suspensión horas) 
GPP en piquerol 

Z Detenulnar el tiempo Cultivos de lOmgde Tiempo de reacdón 
óptimo de células en GPP (24,48 Y 72 horas) 
biotransformaáón de suspensión 
GPP en piquerino¡ elicitados 

3 OilltidadÓptima de Cultivos de 48 horas cantidad de sustrato 
sustrato para la células en (!(l, 20y 30 mg) 
biotransformación de suspensión 
GPP en piqueWl 

4 Cantidad óptima de Cultivos de 72 horas Cantidad de sustrato 
sustrato para la células en (10,20 Y 30 mg) 
biotransformación de suspensión 
GPP en piquerinol elicitados 

5 Etapa fenológica con C1oroplastos 30mgde Etapa de crecimiento 
mayor capacidad de aislados de GPP . (brotes jóvenes, 
biotransfonnación de hojas 48 horas plantas jóvenes, 
GPP en piquero!, en plantas en floración) 
doroE!astos 

Para realizar experimentos de biotransformadón con doroplastos fue 
necesario estandarizar primero la témíca de obtención de doroplastos de 
hoja en tres diferentes etapas fenológicas de la planta: brotes in v¡lrO, plantas en 
crecimiento y plantas en floración. 

Presentamos los resultados de todos los experimentos también en ténninos 
de rng de producto por gramo de prQteína y medhnos concentración de proteínas .. 
a todos los cultivos in vitro empleados y a los diferentes órga.nos de P. trinerYia, 
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con un doble propósito poder comparar los resultados con los obtenidos en los 
ensayos con doroplastos y tener una evidencia indirecta de su actividad 
metabólica. 

5) Por último. en la quinta etapa. se utilizó geranil pirofosfato deuterado para 
detectar actividad enzimática de monoterpeno cidasas en diferentes tejidos de P. 
trinervia. Como la mayor actividad de estas enzimas se ba detectado en 
estructuras especializadas de almacenamiento. se realizó previamente un estudio 
histológico para determinar la localización de tñcomas glandulares en los 
diferentes órganos y etapas fenológicas de P. trinervia. Las pruebas de actividad 
enzimática se realizaron en hojas de plantas jóvenes. hojas de plantas en 
floración. flores y cultivos en suspensión elicitados. 

2 Cultivos 

a) Material biológico 

El material vegetal empleado en este trabajo proviene de semillas colectadas en las 
poblaciones de la Serranía del Ajusco. Específicamente del bosque de pino-encino 
localizado sobre la carretera Picacho-Ajusco. a la altura del sitio conocido como "La 
Virgen". Las semillas fueron colectadas en febrero de 1995 y 1996. Fueron 
depositadas muestras de la planta en el Herbario Nacional de México (MEXU). 

Los hongos empleados como elicitores se aislaron de raíces infectadas de Piqueria 
trinervia colectadas en julio de 1993. en la misma población antes descrita. Los 
hongos fueron identificados en el Laboratoño de Hongos Fitopatógenos. Instituto de 
Fitosanidad. Colegio de postgraduados. Texcoco. Edo. de México. 

b) Medios de cultivo 

En todos los cultivos vegetales realizados durante esta investigación se empleó el 
medio básico Murashige y Skoog (1962) (MS), al cual se le agregaron distintas 
concentraciones de hormonas en los diferentes expeñmentos efectuados. En todos 
los casos se ajustó el pH del medio a 5.7 con HCl y KOH IN Y se esterilizó en 
autoclave durante 15 minutos a 1.5 kg/an' de presión. 

Los cultivos sólidos de los hongos se hicieron en el medio Papa Dextrosa Agar 
(PDA). preparado de la siguiente manera: 200g de papa pelada se rebanaron y 
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lavaron varias veces con agua corriente~ las papas se hi.rvie:-on en 500 rrJ de agua 
destilada durante 15 minutos a 1.5 kglcm' de presión. El líquido resultante, se filtró 
con una malla de acero inoxidable y se le adicionaron 14g de dextrosa y 16 gramos 
de agar, la mezcla se aforó a un litro con agua destilada y se esterilizó en al..!.todave 
durante 20 minutos a 1.5 kglcm' de presión. El medio se venió en cajas Petri 
(aproximadamente 25 rnl por caja), bajo condiciones estériles. Los cultivos líquidos 
de hongos se hicieron con el rnlsmo medio PDA sLn agar, se adicionaron 50 mI de 
medio en matraces Erlenmeyer de 250 rnl. 

Para la inducción de brotes de P. trinervia se empleó MS con 1 mg/l de cinetina, se 
usaron como explantes secdones de 1.5 cm de tailo, obtenidos de plantas 
germinadas in vitro de 2 meses de edad. Se colocaron 3 explantes en frascos de vidrio 
de 125 rnl que contenían 25 rnl de medio sólido. Los frascos se mantuvieron en lirIa 
cámara de incubadón a 25 oC, en foto-periodo de 16 horas luz, bajo lámparas 
fluorescentes. Después de 6 semanas de CUÍlÍvo ¡as plantas se transplantaron a 
macetas con venniculita y las sales del medio-MS al 50%. Los cultivos se 
mantuvieron en invernadero, bajo las condiciones antes descritas. 

d) E/ieitores fúngieos 

Aislamiento de las cepas de Fusarium moniliforme 

Se colectaron hojas y raíces de Píqueria trinervia aparentemente infectados. Los 
órganos infectados fueron fraccionados en porciones de 0.5 cm', se lavaron con una 
solución jabonosa y se enjuagaron con abundante agua corriente; se desinfestaron 
en condiciones asépticas, en una solución de hipodorito de sodio al 2%, durante 2 
minutoS; se lavaron con agua destilada y se secaron con papel secante estéril. Se 
sembraron Cllatro fragmentos de tejido en cajas Petri con medio nutritivo PDA. Las 
cajas se incubaron en oscuridad a 25 Oc durante 4 días. Transcurrido este tiempo se 
aislaron colonias individuales en nuevas cajas con medio nutritivo. Luego de 15 días 
de incubación en oscuridad, los hongos se expusieron a la luz para estimuiar el 
desarrollo de esporas. 

Obtención de cepas monospóricas 

Se agregaron 2 mI de agua estéril a cajas de cultivo que habían sido expuestas a la 
luz y que conternan esporas, se enjuagó la superficie del micelio y se retiró el agua. 
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Se tomaron 0.5 mi de esta suspensión y se esparderon homogéneamente (con ayuda 
de una barra de vidrio) en la supcrfide del medio de otra caja Petri. Las cajas se 
mantuvieron en las condidones antes descritas hasta que las esporas germinaron (2 
ó 3 dlas después), entonces se tomó una pordón de micelio de una de las colonias y 
se subcultivó en otra caja con medio nutritivo. Luego de 8 ó 12 días más, se 
obtuvieron colonias monospóricas. 

Preparaciones de elicitores 

Las cepas fúngicas aisladas se mantuvieron en medio sólido, hadendo subcultivos 
cada 3 ó 4 semanas. En cada subcultivo se tomó I cm' de micelio de la petiferia de la 
colonia y se colocó en el centro de cajas con medio nutritivo fresco. Para establecer el 
cultivo líqnido se adidonan dos pordones de I cm' de micelio en matraces 
Erlenmeyer de 125 mi con 25 mi de medio líqnido. Los cultivos se mantuvieron en 
agitadón orbital a 150 r.p.m., bajo iluminadón constante, a 25 ± I Oc. Después de 6 
a 8 días de cultivo, el micelio fue cosechado y homogenizado (Polytron, 10 min.), 
con la mitad del volumen del medio original, la mezcla resultante se aforó para dar 
una concentradón final de 40 g de micelio fresco por litro. Las preparadones con 
elidtores se obtuvieron vettiend05 mi de la mezcla resultante en tubos de vidrio y 
esterilizando los tubos en autoclave a 1.5 kg Icm' de presión, durante 20 mino 

el Inducción de callo 

Para la inducdón de callo de P. trinervia se utilizó medio-MS adidonado con bend!
amino-purina (BAP) (1 mgll), áddo naftalen-acético (ANA) (1 mgll) sacarosa (30 g 
/1) y de agar-agar (8.5 g). Se emplearon como explante entrenudos provenientes de 
plantas getminadas in vitro de 2 meses de edad. Se utilizaron frascos de vidrio de 12S 
mi que contenían 2S mi de medio sólido. Se colocaron 5 explantes por frasco. Los 
cultivos se mantuvieron en 16 horas luz, bajo iluminadón de 0.5 watt/m'· en cámara 
de incubadón a 25 ± 1 Oc. 

t) Cultivo de callos en suspensión 

Se inidó el cultivo con callos de 6 semanas. Se agregaron 8 gramos de callo, en 
matraces Erlenmeyer que contenian 50 mi de medio-MS adicionado con ANA (1 
mgll), BAP (1 mgll) y sacarosa (20 gil) de. Los matraces se mantuvieron a 25 Oc en 
agitadores orbitales a 100 r. p.m., bajo condidones de iluminadón constante (05 
watt/m'), en cámara de incubadón a 25 ·C ± 1 Oc. 
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Se estableció la cinética de crecimiento de los cultivos utilizando cuatro 
parámetros: peso fresco, peso seco, paquete celular y concentración de proteínas. 
Para lo cual se sembraron el mismo día todos los matraces necesarios, con 2 g de 
callo crecido en cultivo sólido. Las mediciones se hicieron diario los primeros cinco 
días y después cada cinco días, hasta el día 30 de cultivo. Para peso fresco, peso Seco 
y paquete celular se ocupo el contenido de células total por matraz y se calculó el 
promedio de tres matraces. La medida dei paquete celular se obtuvo centrifugando el 
contenido de un matraz en tubos de ensayo graduados, de 50 mi, a 3000 g, durante 
15 mln. La concentración de proteínas se obtuvo con la técnica de Lowry et al. 
(1978), aplicada a 100 ¡ll. de muestra, tomada de una solución delOO mg de callo 
disuelto en 2.4 ml de agua destilada. Se tomó muestra de tres matraces y se hicieron 
tres mediciones de cada una. Se utilizó una curva patrón con a1búmína de bovino 
empleando concentraciones entre 12.5 y 100 ¡tg/ml. 

g) Cu§tiyOS elicltados de células en suspensión 

Los cultivos de células en suspensión de P. trinervia fueron índuddos con elidtores 
fúngicos en la etapa media de la fase de credmlento exponencial (!O días). Se 
adicionó a cada matraz un tubo de preparación con elidtores de Fusariurn 

nwniliforme. Cada tubo de ensayo contenía 5 mi de suspensión con200 mg de mlcelio 
freSCO. Los cultivos induddos fUeron manterüdos tres días más, bajo las condiciones 
antes descritas. 

3 Aislamiento de piquerinoi 

Los cultivos de células en suspensión elicitados de P. trinervia fueron cosechados 
después de 3 días. El cultivo füe fIltrado con una w..alla de acero irloxidable (200 
mesh). El medía de cultivo fue extraído tres veces con CHCl,. El solvente fue 
eliminado en un rotavapor a 70 oC. El extracto (300 mg) fue fraccionado en 
cromatografía de columna (Silica Gel 60 MERCK, 35-70 mesh). La columna fue 
eluída primero con una mezda de éter de petróleo y EtOAc (8:2) y después con una 
mezda de éter de petr61eo-EtOAc-CH,Cl, (5:3:2). Las fracciones 47 a 69, eluídas con 
esta mezda, contenían un sólido amarillo, que fue recristalizado con CE,CI" el 
Piquerinol (3), el cual presentó un Rf de 0.28 (éter de petróleo-EtOAc; 7:3). 

Caracterización de piquerinal-24 
Cristales amarilios, pf=1l8-120o. [a] D + 8.35 (CHCI" c 0.30). Ir vii!1,{ cm": 3357 
(OH) Y 1644 (C=C). IH RMN, (500 MHz, eDCI,) ppm 15: 4.70 (t, 2H, J=2.1 Hz, H-
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10),4.36 (dt, lH, J=3.0 y 9.6 Hz, H-4), 3.73 (s, lH, H-7). 2.95 (ddt, lH, J=2.1, 9.6 Y 
19.6, H-3) 2.51 (ddt, lH, J=9.0 Hz, H-l), 2.39 (dq, lH, J=2.5, 19.0 Y 5.0, H-2), 2.26 
(d, d, lIL J=3.6 Y 6.0 Hz, H-5), 1.90 (s ancho, lH, intercambia con D,O), 1.58 (s, 3H, 
Me-8), 1.22 (s, lH, D,o), 1.05 (s, 3H, Me-9). 13C RMN (125 MHz, CDCI,): 8 147.64 
(C-2), 109.8 (C-I0), 76.6 (C-4), 74.6 (C-7), 58.8 (C-l), 54.3 (C-5), 38.9 (C-6), 35.8 
(C-3), 28.7 (C-8), 25.4 (C-9). ClMS 70 eV, rntz (rel. int.): 169 (M+ +1), 151, 133, 
123, 107,95,81. EMlE 70 eV, rntz (rel. int.): 150 (M+ -18), 135, 121, 107, 101,92,85 
(100),73,55,41,39. 

Los puntos de fusión (sin corregir) fueron detenninados en un aparato Fisher
Jones. Los especrros IH NMR Y 13C NMR se hideron con especrrómetros Varian 
Gemini-200 y Varian UNITY-500. Se uso TMS como referenda. Los experimentos 
COSY, NOESY, MC y NEC se efectuaron con el programa de pulsos estándar Varian 
Unity-500. La secuenda BIRD fue optimizada por acoplamiento de escala corta (140 
Hz., IJC-H). El programa de pulsos NEC fue optimizado por acoplamientos de escala 
larga (9.0 Hz., 'JC-H). Tanto HMQC como NEC fueron obtenidos con puntos 1024 x 
256. La dimensión F2 fue ajustada a cero para conseguir una matriz de datos 1024 x 
512. Las pruebas analíticas de Cromatografía de capa fina fueron efectuadas con 
sílica gel. Las placas de compuestos orgánicos fueron reveladas con una solución de 
ce~o. 1% en H,SO. 2N y calentadas en una parrilla. 

4 Síntesis de GPP y GPP deuterado 

aJ Sinle$is de GPP 

Preparación del éster pirofosfato 

Se disolvieron 306 pI (1.76 mM)de geraniol (Reactivo de Aldrich) en 4 ml de 
acetonitrilo anhidro. A la soludón de geraniol en agitadón se adicionaron 1576 pI 
(15.7 mM) de tricloro-acetonitrilo. Después se goteó, lentamente (durante 4 
horas)una soludón de 1.6 mg (5.33 mM) de bis-(trietilamonio) fosfato disuelto en 
120 ml de acetonitrilo anhidro. La mezcla se dejó reacdonar durante 13 horas a 
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se adicionaron 120 ml de una 
soludón de NH.0H 5 mM. Se hicieron tres extracdones con 200 ml de una mezcla 
de éter-hexano (1:1, v:v) y se recuperó la fase acuosa. 
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Síntesis del agente fosforilan\e: bis-(trietilamonlo) fosfato 

Se adicionó una solución de trietilarrüna [55.7 ml (40.4g) en 250 ml de 
acetonitrilo1j, a una solución de ácido fosfórico cristalino [19.6g (O.2 mM) en 100 mJ 
de acetonitrilo J, que permaneció en agitación constante. La mezcia se dejó 
reaccionar hasta que todo el ácido fosfórico se disolvió. La solución se dejó en reposó 
a temperatura ambiente. Después de 24 horas el bis-trietilamoniofosfato precipitó en 
forma de cristales transparentes e incoloros. Se obtuvo un producto más reactivo 
cuando se dejo cristalizar lentamente y se lavó suficientemente con hexano. Los 
cristales se filtraron y se lavaron con 100 ml de hexano. El reactivo se usó de 
inmediato. 

La obtención de ácido ortofosfórico cristalino se hizo con el siguiente 
procedimiento: Se calentaron 100 ml de ácido fosfórico comercial (H,PO. a! 85%), a 
150 oC, en una parrilla, durante 3 horas, hasta que el volumen del ácido se mantuvo 
estable (75 ml). inmediatamente después, se pasó el matraz a un recipiente con 
nitrógeno liquldo y se mantuvo ahí hasta que el nitrógeno se evaporó. En el ácido 
frfo, se formaron cristales muy fmos, que permanecieron cuando se alcanzó la 
temperatura ambiente. El ácido fosfórico cristalino se almacenó en acetonitrilo a 
temperatura ambiente. 

Purilicación del GPP 

Preparación de la columna.- Se dejó hidratar por una hora, en 200 m! de una 
soludón de NI4CO, lOrnM, 66 g O-dimetilaminoetil celulosa, la solución de NH.CO, 
se decantó para permitir que se desecharán ¡as partículas extremadamente fmas, 
después se adicionaron ISO IDl más de NH4C03 IOIr.},,1 y se ajustó el pH de la 
suspensión a 8.0 con HCI 1 N. Se aplicó vado a la suspensión durante 15 minutos, 
para eliminar burbujas. Esta mezcla se adicionó lentamente a una columna de cristal 
de 25 en de altura y 3 cm de diámetro que conteIÚa solución de NH.;CO; IOmM y se 
dejó empacar por gravedad bajo condiciones de goteo de 2 ml por minuto. 

Se adidonó a la columna de O-dimetilaminoetil celulosa, la mezcla acuosa que 
contenia el geraniol fosforuado, el GPP y se e!uyó con 600 ml de UD gradiente lineal 
de 10 a 80 mM de NH.CO,. Se colectaron porciones de 5 ml del duyente en tubos de 
ensaye de 8 ml; el GP se encontró en los tubos 50-56 y el GPP en los tubos 60 y 66. 
Después de liofIlizar se obtuvieron 200 mg de GPP. 

, 
a Para obtener aceton1t,riJo arJoJ.dro se destila.-o::;:¡ 100 m1 de la presentación comercial del solvente con 
19 de P20s' 
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La presencia de GPP se detectó por cromatografía de capa fma (sllica gel, 
isopropanol: hidróxido de amonio: agua. 8:1:1; dos aplicaciones de 1 ¡ll por 
muestra). En este sistema el GP tiene un Rf= 0.35 Y el GPP Rf= 0.19. Las placas se 
revelaron con molibdato ácido de amonio (Hanes y Isherwood, 1949; Moule y 
Greenfield, 1962). Los productos se detectan como una mancha blanca en cuanto el 
revelador baña la placa. Esta mancha es la evidencia de una reacción química y por 
eso dura unos cuantos segundos, pero permite la detección del producto. Es posible 
hacer que la evidencia dure unas horas si se baña a la placa cuando se seque con una 
solución de azul de timol (Isherwood y Hanes, 1953). Las soluciones reveladoras se 
prepararon de la siguiente forma: Solución de indicador universal alcalino.- Se 
preparó una solución al 0.1% de azul de timol en un buffer de glicinato de sodio y se 
adicionó el NaOH O.IN necesario para alcanzar un pH de 10. Molibdato ácido de 
amonio.- Se mezclaron 5 ml de una solución al 60% (peso !peso) de ácido perclórico, 
10 ml de ácido clorhidtico IN y 25 ml de moh1Jdato de amonio al 4%. Se aforó la 
mezcla a 100 ml. 

Caracterización del GP y GPP 

GP: IH RMN, (300 MHz, CDCI,) ppm ó: 1-44 (s, 3H, H-I0), 1-50 (s, 3H, H-8 ), 1-53 
(s, 3a H-9), 1-93 (m. 4H, H-4 Y H-5), 4.29 (m. 3a H-l), 5.03 (s, ancho iH, H-6), 
5.27 (T, lH, H-2). 13C RMN (125 MHz, CDCl,): 0143.6 (C-3), 136.2 (C-7), 126.7 (C-
6),123.7 (C-2), 6351 (C-l), 41.35 (C-4), 28.18 (C-5), 27.35 (C-9), 1950 (C-8), 18.03 
(C-I0). 

GPP: IH RMN, (300 MHz, CDCl,) ppm o: 1.44 (s, 3H, H-IO), 1.50 (s, 3H, H-8 ), 153 
(s, 3H, H-9), 1.93 (S, 2H, H-4), 1.96 (s, 2a H-5), 4.29 (m.ancho, 5a H-l), 5.03 (s, 
ancho lH, H-6), 5.27 (t, ancho, la H-2). 13c RMN (125 MHz. CDCl,): o 143.6 (C-3), 
1365 (C-7), 127.6 (C-6), 123.4 (C-2), 635 (C-l), 41.7 (C-4), 28.0 (C-5), 27.0 (<;:-9), 
19.7 (C-8), 18.0 (C-IO). 

b) Preparación de GPP deuterado 

Obtención de geranial 

La oxidación de geraniol se hizo con la técnica reportada por Croteau. el al., 1994, 

Para aumentar rendimientos, se optimizó el tiempo de reacción y se mejoró la 
eficienda efectuando la reacción a bajas temperaturas. Se hicieron reaccionar, en 87 
ml de hexano redestilado, 6.6 g de MuO, 'y05 ml de geraniol (Reactivo de Aldrich). 

2 Los detalles de su preparaá6n se encuentran abajo 
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La reacción se efectuó entre -7 y -14 oC, en agitación constante, por 90 minutos. 
Trans<:urrido este tiempo se miró el dióxido de manganeso con celita y se concentró 
el solvente en ro¡avapor a 70 oC. El geranía! se separó en cromatografía preparativa 
(,¡¡ka gel. hexanD-acetato de etilo 9,1; dos corridas consecutivas)_ El Rf del gerarna! 
en este sistema fue de 038. La sustancia se remperó con acetato de elilo y se 
concentró en rotavapor a 7G Oc. IR RMN, (300 MHz, eOC!" ppm i¡' 1.6fr (s, 3H, R-"), 
1.68 (" 1H, R-S). 2.17(" :m, H·lO), 221 (ro, 4H, H-4 Y R·5), 5.07 (m, IR, H-6}, 
5.86(d, lH,J= 12.09 Hz,H-Z), lO-Oíd, lH,J= 12.09Hz,H-I), 

El Mno' se preparó de acuerdo con la técnica de Attenburrow (1952,. 150 m! de 
una solución de sulfato manganoso monohidratado (84.1 g) Y 117 ml de una 
solución de hidróxido de sodio al 40% (46.Sg), se adicionaron simultáneamente, de 
forma muy lenta (durante una hora), a 600 ml de una solución caliente, en 
agitación, de permanganato de potasio (96 g). El dióxido de manganeso precipitó 
rápidamente, en forma de un sólido café. La agitación se continuó durante 15 
minutos más, después se dejó enfriar la mezcla. El sólido se colectó ron UI1a 
centr!!uga (2000 g durante 10 minutos) y se lavó por resuspensión ron agua 
destilada. El polvo se lavó hasta que el agua de lavado 00 estuvo colorida (la 
reacrillidad de! producto dependío en gran medida, de un lavado suficiente). El 
sólido resultante; café oscuro, se secó en un horno- a 100 ce y se molió en mortero 
has.ta conseguir un polvo fmo. De esta manera resultó un óxido muy reactivo, 
hidratado, que conterna de 3 a 4% de agua firmemente unida. 

Obtención de geraniol deuterado 

Se adicionó por goteo una so!udón preparada con 1.6 ml de etanol absoluto y 429 

mg de geranim, a 119 mg de bororJdruro de sodio deuta-ado (NaBD4 ). La reacción 
se efectuó en agitación constante, a temperatura ambiente, durante 24 horas. 
Transcurrido este tiempo se transfirió la mezcla lentamente, por goteo, a 4 ml de 
agua fría~ donde permaneció durante 3D minutos en agitación. Después se bideron 
tres extracCÍones con 7 ml de éter·pentano. Se retiró el exceso de NaBD, por 
filtración y la mezcla de solventes se concentró en rotavapor a 40 oC. El geraniol 
deuterado se separó en cromatografía preparativa (silica gel, hexano-acetato de etilo 
9:1; dos eluciones consecutivas). El Rf del geraniol deuterado en este sistema fue de 
0.16. 'B RMN, (300 MHz, CDCI,) ppm o: 1.60 (s, 3H, H-l),L63 (s, 6H, H-~ Y H-9), 
2.06 (m, 4H, H·4 Y H·5), 4.13{d ancllo, lH, J= lZ.18 Hz, H·l), 5.01(t, lH, H·6), 5.41 
(d, IH, J= 12.15 Hz, H·Z). CwH17DO EMIE 70 eV, miz (reL int.): 155 (M- + 1 )(18 

,o{,),137 (18%) (M+ ·18), 123, H2, 94, 69 (100%),68,41. 
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Síntesís de geraníl pírofosfato deuterado 

La preparadón del ester pirofosfato de hizo con la témica que se describe arriba 
para el GPP sin marcar, pero empleando geraniol deuterado. La purificadón y 
caracterizadón de los productos fue también la misma. 

5 Biotransfonnación 

a) Experimentos de biotl'ansformación 

Para la biotransformadón de GPP con cultivos de células, se utilizaron dos sistemas: 
cultivos de callos en suspensión al fmal de la fase de crecimiento exponendal (15 
días de cultivo) y callos en crecimiento exponendal (10 días de cultivo) elidtados. 
Los cultivos elidtados se estimularon 12 horas antes de adícionar el sustrato. Se 
hicieron tres repetidones por tratamiento. Se utilizaron como testigos cultivos sin el 
sustrato. A cada matraz se le adídonaron 10 mg del sustrato dísueltos en 1 ml de 
(NH.hCO,. Esta soludón se esterilizó por fIltración con fIltros Millipqre de 0.45 J-UIl. 
Los matraces se mantuvieron a 25 Oc en agitadores orbitales a 100 r.p.m., 
condidones de iluminadón constante (05 watt/lll'l, en cámara de incubadón a 25 
°C±l°C. 

En los experimentos para determinar el tiempo óptimo de reacción en el sistema 
que produce piqueroL las células se cosecharon a las 6, 12, 24, 48, 72 Y 96 horas de 
tratamiento; en el sistema elicitado se cosecharon a las 24, 48 Y 72 horas. Tanto en 
los cultivos en suspensión como en el sistema induddo con elicitores, se 
determinaron tiempos óptimos de reacdón y la concentradón de sustrato que debe 
emplearse. 

b) Aislamiento de cloroplasros 

El procedimiento empleado para aislar doroplastos intactos de P. trinervia se basó en 
la témica reportada por Wickham y West (1992 l. Se hicieron algunas modificaciones 
al procedimiento. Se redujo la velocidad de agitación con respecto a los protocolos 
convencionales, de 2000 a 1500 g Y se aumentó el tiempo de centrifugación de 5 a 10 
minutos. El volumen del amortiguador de extracción se aumentó al doble y se 
mejoró la eficiencia de obtención de dorop1astos, enfriando el amortiguador a punto 
de nieve. Las hojas empleadas para la purificadón de los organelos, se iluminaron, 
con el objeto de inducir la actividad de los doroplastos. 
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Se aÍ5Íaron doroplastos de tres estamos de creGIDlento de plantas de P. 
trinervia: brotes jóvenes (6 semanas) inducidos in vitro, plantas en crecimiento 
activo, cultivadas a partir de brotes y plantas en !1oradón. En los tres casos, los 
doroplastos se aislaron con el procedimiento siguiente: se cortaron 30 g de hojas, se 
lavaron con un poco de jabón yagua corriente y se pusieron bajo iluminación en 
agua helada, durante 30 minutos, transcurrido este tiempo se cortaron en poráones 
de 1 cm' y se homogeneizaron (Polytron, !O min), con 100 ml de a,nortiguador de 
extracción (Trizma-Base 50mM, 10 mM, pH7, 10mM de MgCI" 1 mM de MnCI" 
ZmM de NaEDTA. 0.33M sorbitol. 50mM de citrato de sodio y ¡mM de DTI) 
enfriado a punto de congelación (eIltre 1 y 2 oC), durante 13 segundos. El 
homogenado fue filtrado a través de 8 capas de gasa y una de algodón, que hablan 
sido previamente humedecidas con el amortiguador frío. Los cioroplastDs fueron 
obtenidos por centrifugación a 1500 g durante 10 minutos a 4 ·C. El pelle! fue 
resuspendido con ayuda de un pincel en el buffer de extracción. 

e) Experimentos de biotral'!sfo67/llaelóf! COI'! cloroplastos 

Los doroplastos obtenidos de 30 g de hoja se suspendieron en 25 ml de buffer de 
fosfatos. Para los experimentos de biotransfonnación se emplearon matraces de 50 
que contenían 12.5 mi de la suspensión de doroplastos. A cada matraz se le 
agregaron 30 mg de GPP disueltos en 05 mi de (NH,I,CO, lOmM. Esta solución se 
esterilizó por filtración con mtros MilliptJre de 0.45 ¡un. Los matraces se mantuvieron 
en agitación orbital a 100 f.p.m., bajo iluminación constante {05 watttm.')a 25 ·C, 
durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, se paró la reacción por congelación. 

d )Aroá/isis cuantitativo y eualitl!ltivo de piquerol Jf piquerinol 

Muestras auténticas 

Para tener muestras de referencia de pi'luerot se aisló la sustancia de plantas 
silvestres de P. trinervia. Las plantas se dejaron secar, se separaron hojas y flores. 400 
g de este material se empacaron en una columna de vidrio y se agregó el agua 
destilada necesaria para cubrirlo. Después de dos días el agua se recuperó. Al 
extracto acuoso se hicieron dos extracciones con CHzClz. El extracto se secó con 
Na,SO. y se concentró en. rota vapor a 60 ·C. En el extracto, cristalizó primero un 
diterpeno, el Trinervinol. que fue retirado por flltración, después se obtuvo el 
pi'luerol en forma de pequeños cristales transparentes e incoloros. La presencia de 
piquerol se confirmó por estudios de masas y resonancia magnética nuclear. 
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El piquerinol se obtuvo de cultivos elidtados de acuerdo con la metodología 
antes descrita (en 3 J. 

Análisis cualitativo 

La presenda de piquerol y piquerinol se detectó por cromatografIa de capa fIDa. Los 
cromatofolios (sflica gel) se eluyeron en con una mezda de hexano-acetato de etilo
doruro de metileno, 5:3:2. Las muestras fueron re-disueltas con doroformo, se 
aplicó en la placa 100 J.lg de cada muestra. Las placas se revelaron con CeSO, al 1%, 
disuelto en áddo sulfúrico IN. 

Análisis cuantitativo 

Para la cuantificadón de piquerol y piquerinol de los diferentes órganos de la 
planta y de los cultivos en suspensión y cultivos elidtados, se tomaron 10 g de tejido 
se molieron con nitrógeno líquido en un mortero. Después se hideron tres 
extracdones por agítadón (15 min) con 25 mI de doroformo. Los extractos se 
secaron con sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) y se concentraron en un 
rotaevaporador a 60 0e. Por último se tomó una muestra para su análisis en 
cromatografIa de capa fma y HPTLC. 

La extracdón de los productos de biotransformadón se hizo con el siguiente 
procedimiento. Transcurrido el tiempo de reacdón, las células[en promedio, 1L6 g 
de células por matraz (peso fresco), para las células en suspensión; y IL8 g de 
células por matraz (peso fresco) para los cultivos elidtados], se fIltraron a través de 
una malla de acero inoxidable de 200 mesh. se enfriaron con nitrógeno líquido y se 
molieron en un mortero, después de hizo.una extracdón por agítadón (15 min) con 
50 mI de doroformo. En el sistema elidtado se hideron también dos extracdones al 
medio de cultivo, con 25 mI de doroformo y se juntaron los extractos de células y 
medio provenientes del mismo matraz. Los extractos se secaron con sulfato de sodio 
anhidro (Na,SO,) y se concentraron en un rotaevaporador a 60 0e. Por último se 
tomó una muestra para su análisis en cromatografIa de capa fIDa y HPTLe. 

En el caso de las biotransformadones con doroplastos, la mezcla de reacdón se 
descongeló y se hizo una extracdón con 20 mI de doroformo, por agitadón durante 
15 minutos. Los extractos se secaron con sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) y se 
concentraron en un rotaevaporador a 60 oC. Por último se tomó una muestra para su 
análisis en cromatografIa de capa fina y HPTLC. 
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La concentradón de piquero! y piquerinol en las muestras vegetales se determinó 
por fue determinado por cromatografía de capa fma de alta reso!udón 
(densitomema), usando un aparato CAMAG 1Il. La longitud de UV empleada fue de 
210 nm para piquerol y 207 ron para piquerinol. Las placas (,ílica gel SIL 6OF,,,,,, 
2mm) fueron corridas con éter de petróleo- EtOAc·CH,C1, (5:3:2) en una cámara 
horizontal. Las muestras fueron redisueltas con dorofonno, se aplicó en la placa 100 
¡tg de cada muestra, y cada medidón se hizo por triplicado. El valor de Rf de piquero! 
y piquerino! fue de 0.17 y 0.28, respectivamente. La concentración de las sustandas 
en las mezdas fue calmlada en reladón con estándares de concentradón conodda 
purificados en nuestro laboratorio. 

e) Cuantificación de clorofila 

La concentradón total de dorofrla en los extractos de acetona al 80% de los calios de 
P. trinenJi¡; fueron calmlados de acuerdo con el procedimiento espectrofotométrico de 
Porra et al., 1989. 

f} Cuantificación de prcteln6i 

La cuantificadón de proteína realizada a los experimentos de biotransforrnad6n se 
hizo de acuerdo con la técnica de Lowry et al. (1978), aplicada a 100 ¡¡I de muestra. 
tomada de una soludón deloo mg de tejido disuelto en 2.4 ml de agua destilada. Se 
tomó muestra ¡::.nr triplicado y se hicieron tres mediciones de cada una. Se utilizó 
una curva patrón con albúmina de bovino empleando concentradones entre 125 y 
100 ¡¡g!ml. 

e Ensayos enzimáticos 

Se hideron pruebas para detectar actividad de monoterpeno-ddasas en diferentes 
tejidos de la planta: mltivos en suspensión elicitados, hojas de brotes jóvenes, hojas 
de plantas mltivadas en suelo, y flores individuales. 20g de tejido se maceraron con 
nitrógeno iíqoido en la presencia de 60 ml de un amortiguador de extracción 
preparado con: 20 mM de MES, pH 6.3, 150 mM de sacarosa, 9 mM de dtrato de 
sodio" 5 mM de Na2S20S. 5 mM de dítriotreitoI y 5 !!1_M. de Y..H2P04,' La mezcla se filtró 
en una malla de 20 !!IIl Y se centrifugó durante 15 minutos a 15 000 g. Una 
concentración final de proteina de 100 ¡¡g fue adidonada a 1 ml de una mezcla de 
reacción que contenía 33mM de MES', 7mM de fosfato de sodio, pH 6.3,20 mM de 
MgCl, y 1 mM de ditriotreitol y 10 % de glicerol. Antes de agregar el sustrato se 

~ MES = ácido 2-{N-morfolino} etancsulf6::ñco 



adidonó 1 rnl de pentano para evitar que se evaporaran los monoterpenos. Se inidó 
la reacdón con la adidón de 10 mM de GPP deuterado y se mantuvo a 32 Oc en 
agitadón orbital suave (50 rpm). La reacdón se paró por agitación vigorosa. La 

mezcla se enfrió, se extrajo el pentano y se hideron 3 extracdones con cloroformo 
(L 0.7 Y 0.7 rnl). El extracto de concentró a temperatura ambiente y se analizó por 
espectroscopia de masas. 
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VU.- Resultados lf discusión 

a} Orgal'logénesis 

Se deddió propagar a la planta por organogénesis somática porque ésta resultó ser la 
forma de cultivo in vitro que tiene mayor concentradón de piquerol (ver más 
adelante). La propagadón de P. trinervia por organogénesis somática ya ha sido 
descrita (Hemández. 1996,. pero fue necesario mejorar esta técnica de cultivo, 
porque con el protocolo reponado el porcentaje de sobrevivencia resultó muy bajo. 
Las variables con !nfluenda en este sistema de propagadón fueron las siguientes: 
edad del explante. tipo de explante y sistema de enraizamiento. 

Para la formad6n efldente de brotes resultó decisivo trabajar con explantes de 
plantas jóvenes. de 2 meses de edad o menos. a medida que la edad de las plantas 
aumentó. disminuyó el porcentaje de formadón de brotes. Se obtienen brotes a 
partir de nudos. si se emplea tallo con O sin hojas. Aunque se obtiene mayor 
biomasa de brotes cuando se emplean tallos con hojas. se tienen también mayores 
problemas de oxidadón y un porcentaje muy bajo de sobrevivenda en invernadero 
(48%). La oxidadón de explantes en este sistema se debe en buena medida a la 
presenda de hojas en el explanle. las cuales al contacto con el medio de cultivo 
crecen mucho. después de un tiempo se oxidan y oscurecen el medio de cultivo. 
razón por la cual es necesario transplantar los brotes de forma prematura. El 
transplante ocasiona que se dañen las raíces aún muy delgadas que han empezado a 
desarrollarse espontáneamente. por lo que es necesario aplicar un tratamiento de 
enraizamiento y las raíces que se desarrollan por acción de ácido indol acético (AJA} 
no resultan fundonales en un 70% de los casos. Cuando se utiliza tallo sin hojas 
como exp-lante~ esto no ocurrer las plantas pueden pe..rmanecer e..Tl el frasco de 6 a 8 
semanas sin que aparezcan problemas de oxidad6n, as! pueden terminar de 
desarrollarse raíces fundonales, el proceso es más efidente. rápido y económico, 
porque no es necesario aplicar un tratamiento de enraizamiento y la sobrevivencia 
obtenida es de 89%. 

Las plantas se cultivaron con medio nutritivo y bajo condiciones de invernadero, 
para garantizar un estado fisiológico sLT-llar en todos los exp....~hnentcs. 
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b) Cultivo de células en suspensión 

Generamos la metodología para induár el desarrollo de callos de P. trinmia, en un 
trabajo previo (Saad, 1996). Empleando esta térnica se obtiene [en medio-MS 
(Murashige y Skoog 1962), adicionado con ANA (1 mg/l) y BAP (1 mg/l), usando 
entrenudos como explantes], un callo verdoso, compacto, de rápido crecimiento, En 
tres semanas, 90% de los explantes generan. en promedio, 3.4 g de callo por frasco. 

Este callo acumula cantidades vadables de piquerol que van de 1.3 a 6.3 xl0·' 
mg/g (peso seco). Se busco algún parámetro fácilmente detectable que 
correlacionara con la capacidad del cultivo para produár piquero!. Con esta 
intención, se midió concentración de clorofila y de piquerol a todas a las lineas 
celulares obtenidas. Se encontró que los callos que contienen menos de 5.7 mg/g 
(peso seco) de cloroma. no acumulan ninguna cantidad detectable de piqueroL 
mientras que callo con 8.7 mg/g, produce 3.0 x Hr' mg/g (peso seco) de piquerol A. 
En esta espede, igual que en otras reportadas (Banthorpe et al., 1986; Croteau et al., 
1987; Lewisohn et al., 1994) se requiere cierto grado mínimo de diferendación 
(tejido con abundantes cloroplastos), para que la sfntesis de terpenos se presente. 

Para establ= el cultivo en suspensión, se empleó sólo callo que contenia 8 
mg/g (peso seco) de clorofila o más (el 25% de las lineas celulares). Empleando callo 
de seis semanas, se generó un cultivo semi-disgregado, formado por pequeños callos 
esféricos COn núcleos verdes, con una tasa especifica de crecimiento de 1.84 g/diaJI 
(peso seco) y un tiempo de duplicadón de 7 días. Este callo puede generar plantas 
completas si se cultiva en las condidones apropiadas. El cultivo en suspensión 
acumula piquerol A (entre 1.7 y 2.1 xIO·' mg/g. peso seco), durante la fase de 
crecimiento exponencial. 

e) Cultivos elicitados de células en suspensión 

La térnica para establecer cultivos eliátados también la desarrollamos con 
anterioridad (Saad, 1996). Habíamos encontrado que ocho espedes de hongos 
aisladas de tejidos de plantas silvestres de P. trinmia pueden induár respuesta de 
defensa en los cultivos en suspensión de la planta. Sólo habíamos hecho una 
determinación parcial de las cepas, en esta ocasión la determinaóón se hizo hasta 
espede. las cepas que pueden emplearse como elidtores son: Cladosporium 
clJJJiJJS¡J(mJides (Fresen) G. A. De Vries, Phoma macdtmaldii Boerema. Alternoria altemata 
(Fr.:Fr.) Keills, Rizactonia salan; KYhn. Fusarium poae (Peck) Wollenw, Fusarium 

moniliJorme Sheldon. Helmintosporium pedicel/atum A. W. Henry y Phaecilomyces elegans 
(Corda) E. Manson & S. J. Hughes. 
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En este estudio, los cultivos fueron inoculados con homogenados de micelio de 
Fusarium moniliforme, para inducir respuesta de defensa, se eligió este hongo porque 
no es capaz de infectar a la planta y es el inductor más eficiente de respuesta de 
defensa en los cultivos. Las cepas de este hongo se adaptaron muy bien al cultivo 
líquido, alcanzaron un tiempo de duplicaci6n de 13 h Y se obtuvieron 2.6 g de 
micelio (peso seco) por día en cada litro de cultivo. Se requirieron s610 0.8 mg de 
micelio seco para inducir la producción de 1.6 mg de Piquerinol por día en 50 mi de 
cultivos en suspensión de P. trinervia. Igual que en otros sistemas inducidos con 
elidtores (Chappell y Nable, 1987; Ren y West, 1992), la respuesta de defensa del 
cultivo puede ser inducida efidentemente en cualquier momento durante la etapa de 
credmiento exponendal. 

Los terpenos pertenecen al grupo de metabolitos que son expresados pobremente 
en cultivos in vitro. En general los cultivos de células vegetales no producen terpenos 
o lo hacen en concentradones muy bajas. No obstante, hay excepciones notables, 
algunos investigadores han reportado altos rendimientos de cuitivos volátiles en 
cultivos de células (Ishiguro et al., 1995; Carner et al., 1998). Tales cultivos 
representan una vallosa herramienta de investigación. (Nabeta et al" 1990; 
Alfermann, 1980 j. La biosintesis de monoterpenos ha sido previamente reportada en 
callos y en cultivos de raíces trasformadas (Banthorpe et al., 1986; Hilton et aL, 
1995). También Ium sido usados elidtores fúngicos para estbnular la sintesis de 
terpenos en este tipo de sistemas de cultivo, por ejemplo: monoterpenos y diterpenos 
en Pinaceae (Croteau et al" 1987; Lewinson et al., 1994); fitoalexinas diterpénicas 
en gramineas y en Ricinus communis (Bruce y West, 1982; Ren y West, 1992; 
Wichham y West, 1992); y sesquiterpenos en solanáceas (Chal'pell y Nable, 19&7; 
Fucchinl y Chappell, 1992). La mayor parte de los estudios que se han efectuado 
para producí...r monoterpenos ron cultivos elidtados son de gÍ.l"P.J10sp....""TITIas {Blodgett 
y Stanosz, 1997) (Steele el al., 1995 j, en particular, se ha inducido la producci6n de 
los monoterpenos constituyentes de la oleoresina de las confferas (Lewinsohn et al., 
1993; Steele et al.~ 1998j. Hasta donde sabernos, este es el primer sistema que 
produce monoterpenos en cultivos de células en suspensión de angiospennas. 

En los cultivos elidtados se excretan al medio de cultivo cuatro nuevas 
sustancias que no están presentes en los cultivos nO elidtados, se ha comprobado ya 
la naturaleza fungistática de estas sustancias (Saad, 1996). El compuesto más 
abundante en el extracto crudo CHCI, de! medio de mItivo, presenta un Rf idéntico 
al piquerol Al (0.23 , éter de petr61eo-EtOAc, 7:3), aqui se estandarizó la técnica de 
purificación de esta sustancia y se determinó su naturaleza química. Resultó ser un 

t En les cl.lltivos en suspensión inducidos con elicitores!lo se detec~a la presencia: de piqucrol A. 
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nuevo monoterpeno: el 7 dimetil (4,1,0) bicidoheptano 3-metil2,4 dihidroxL el cual 
fue llamado piquetino!. Los tres compuestos remanentes tienen polaridad más alta y 
su identidad está siendo estudiada. 

2 Aislamiento y caracterización del piquerinoe 

El piquerinol fue aislado por cromatografía de columna del extracto CHO, del medio 
del cultivo elicitado (Fig. 14). Su espectro de masas (Ionización Qufmica) mostró el 

M + + 1 en m/Z 169, que está de acuerdo con la fórmula CI,HI,02. Fragmentos de 
m/Z 151 Y 133 indican pérdida subsecuente de dos moléculas de agua. El espectro 
13C RMN y el experimento DEPT NMR indicaron la presenda de 2 CH2, 2 CH, y 4CH. 

Además la presenda de un metUeno exociclico fue deducida por las señales en 
0109.8 (=CH2) yo 147.6 (C=), así como por las señales IH RMN en 04.70 (t, 2H, 

J=2.IHz). Un metileno aJifático fue también deducido de señales en o 2.95 (ddt, la 
J=2.1, 9.6 Y 19.6) Y o 2.39 (dq. la J=2.5, 5.0 Y 19.0 Hz), las cuales fueron 

asignadas a los H-3 . Las señales correspondientes para C-3 aparecieron en o 35.8. En 

el espectro IH RMN dos señales en o 4.36 (dt, IR, J=3.0 Y 9.6 Hz) Y 3.73 (s, IR) 
fueron asignadas a H-4 y H-7. Los desplazamientos qufmicos de C-4 y C-7 (76.6 y 

74.6, respectivamente) indicaron que cada uno de estos carbonos soporta un grupo 
hidroxilo. La presencia de estos fue evidenciada por dos singuletes (DzÜ exch.) en 
o 1.90 y 1.22. Los H-I Y H-5 en la cabeza del puente fueron asignadas a las señales 
en o 2.51 (ddt, lH, J=9.0 Hz) Y 226 (dd, lH, J=3.6 Hz, J=6.0 Hz), mientras sus 

carbonos correspondientes, C-5 and C-I, aparecieron en 6 54.3, Y 58.8, 
respectivamente. Un carbón cuaternaño en /) 38.9 (C-6) el cual soporta dos metilos, 

/) 1.58 (s, 3H. Me-8) y 1.05 (s, 3H, Me-9),fue revelado. Las constantes de 
acoplamiento de protones entre H-7 (6=3.73) Y la resonancia de protones en 

0=2.51 (H-I) Y 226 (H-5)son muy pequeñas, con un rango de torción aproximado 
de 90·· La configuración de C-7 y C-4 fue establecida con la información obtenida en 

los experimentos NOEdiff y NOESY. La estructura del 2-metilen-6-6- dimetilbicido 

(3,1,1) heptan0-4,7 -diol o dihidroxi -¡3-pineno, fue completamente confirmada por 
los datos obtenidos conlos experimentos HMQC y HMBC (Fig.. 15 ). 

2 Los especrros: de RMN de todos los productos analizados en esta investigación aparecen en el 
Apéndice. 

88 



/'0 // / \) // 

HO \¡~ 
,\ ' 

JI ,/ 
,1 / 

~ 
\ OH 

Fig. 14.- Estructura del piquerinol 

ID.me NOESY 
NOEdlff 

Fig. 15. Interacciones BC - IH ('J) obtenidas en el experimento HMBC e 
interacciones IR - 'H en NOEdiff, NOESY 
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3 Síntesis de Geranil Pirofosfato 

Para la síntesis de geranil-pirofosfato, se partió de la técnica descrita en la literatura 
(Cramer y Biihm, 1959; Cramer y Weiman, 1960; Cramer et al., 1962). No obstante, 
muchos pasos y condiciones de reacción no están incluidas, por lo cual, para asimilar 
esta técnica, en cada etapa de la síntesis se optimizaron temperaturas, tiempos de 
reacáón, solventes y sistemas de detección y purificación de los productos. Fue 
necesario también, sintetizar varios de los reacrivos que se requieren porque no se 
encuentran dispouibles en el mercado, tal fue el caso del MnO" el ácido 
ortofosfórico cristalino y del bis (trietilamouio) fosfato. F"malrnente se logró la 
síntesis del GPP mediante la optimización de seis pasos secuenciados (Fig. 16): 
oxidación de geranio!, purificación de geranial, reducción de geranial. purificación 
de geranio!, fosforilaáón del geraniol y purificación del GPP. Todos los pasos se 
describen detalladamente en la metodología. 

La síntesis del GPP deuterado puede dividirse en dos grupos de actividades, las 
necesarias para marcar el sustrato con deuterio y las involucradas en la adición del 
pirofosfato. La síntesis de GPP involucró sólo el segundo grupo de actividades. 

a} Marcaje del GPP con deutetto 

La obtención de geraniol deuterado involucró dos reacciones: la oxidación de 
geraniol (Fórmula 1) Y la reducáón de geranial con un reactivo que contiene 
deuterio, el NaBD. (Fórmula 2). 

(j) ~ + MnO, -+ t'_o 
Geranio} Geranial 

O) ~ + NaBO. -+ ~ 
Geranial Geraniol deuterado 
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iFig. 16.- Proceso de síntesis de geran!! pirofosfato 
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La identidad del geranial se comprobó por el cambio de las propiedades 
flsicoqufmicas de la sustancia: disminudón de polaridad, absorbanda en el 
ultravioleta =cano, color morado de la mancha en cromatografla de placa fma; y la 
aparidón de una señal en 10.0 en 'H RMN, que evidendó la presencia de un 
aldebido. 

En general. la reducdón del geranial se hizo de acuerdo con la técnica reportada 
por Croteau et al. (1994), pero se hideron algunas modif¡cadones: se hizo un 
escalamiento de la reacdón al doble', se optimizó el tiempo óptimo de reacdón, se 
aumentó la propordón de solvente empleado en las extracdoneS, la mezcla de 
solventes se concentró en rota vapor a 40 Oc y se eluyeron dos veoes las placas de 
cromatografla preparativa de sllica gel. para la purilicadón del geraniol deuterado. 
Al flnal se obmvo un rendimiento de 88% de geraniol deuterado y una pureza mayor 
al 90% (la snstancia es más pura que la presentadón comercial del geraniol). La 
identidad del producto deuterado se verilloó por el Rf del producto, que es idéntico al 
del geraniol comerdal de 0.16. (sllica gel. hexano-aoetato de etilo 9:1 y por pruebas 
de IH RMN Y de espectroscopia de masas. En lH RMN en la señal de 4.13 ppm se 
ve el intercambio de uno de los hidrógenos por deuterio y en el espectro de masas se 
detectó la presenda de un ión molecular de 154 miz. que es el peso molecular del 
geraniol deuterado. 

b) AdIci6n del plrofosfato 

La fosforiladón del geraniol se efectuó en general con el método descrito por 
(Croteau et al., 1994), sólo que la sintesis se escaló al doble y se establederon las 
condidones óptimas de reacdón. Se obtuvo un rendimiento flnal de 65%. 

La presencia del GP Y GPP se confIrmó por que presentan el mismo Rf reportado 
en la bibliografla (Clamer y BOhm. 1959): 0.75 para GP y 0.67 para GPP (sílica gel. 
n-propanol: NH,: amonio: agua, 6:3:1; dos aplicadones de 1 ¡¡l. por muestra), porque 
son solubles en agua y por espectros de 'HRMN. Tanto para GP como para GPP, hay 
un desplazamiento de las señales a la derecha. por la presencia de los fosfatos. La 
señal de 4.29 pprn. se vuelve notablemente más ancha La diferenda entre el 
monofosfato y el difosfato se hace evidente por una complejidad mayor de las 
señales en el caso del GPP. 

La esterillcadón directa del áddo pirofosfórico es extraordinariamente lenta. 
Esta ausenda de reactividad del áddo fosfórico se debe probablemente al hecho de 

3 se duplic6la cantidad de los reactivos para que obtener suficiente producto para la fosforilaá6n. 
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que los compuestos en los cuales el fósforo es tetracoordinado con cuatro átomos 
electronegativos de volumen medio (especialmente oxígeno), son en general muy 
estables y tienden a una saturación coordinada o más alta o más baja que el átomo 
de fósforo. Por eso los métodos para preparar ésteres fosfóricos no son directos, 
requieren de un agente fosforilante apropiado, a este grupo de agentes fosforilantes 
pertenece el bis-(trietilamonio) fosfato. 

El bis-(trierilamonio) fosfato se sintetizó por una reacción ácido-base entre e! 
ácido prtofosfórico y la trietilamina (Fórmula 3). Para facilitar el contacto y 
aumentar la probabilidad de reacción, se empleo ácido ortofosfórico cristalino. Las 
condiciones limitantes de esta reacción fueron: el tipo y cantidad del solvente 
utilizado, el empleo de ácido fosfórico cristalino y la cristalización lenta de! 
producto. 
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Se emplea tridoro-acetonitrilo (Cl,CCN) porque bajo la acdón de grupos nitrilo 
el áddo fosfórico puede ser esterificado por alcoholes. Se propone un mecanismo de 
reacción en la Fig. 17. La presenda de Cl,CCNla hace la reacdón rápida y 
cercanamente cuantitativa. El intermediario probable es un imidoil- fosfato. el 
agente condensante rinde el agente fosforUante por reacción con el anión fosfato. El 
intermediario imidoil- fosfato. reacdona con el geraniol para dar un monoester. el 
cuaL por intervendón de otro imidoil- fosfato. produce el pirofosfato. 

4 Biotransfonnación 

a) Niveles básicos de síntesis 

En primer lugar se cuantificaron las concentradones basales de piquerol y piquerinol 
en plantas silvestres y plantas cultivadas y en los diferentes tipos de cultivo in vitro 
de P trinervia: brotes. callos y cultivos en suspensión (Tabla ll). La presenda de 
piquerol sólo en tallos y hojas. sugiere la necesidad de tejidos fotosintéticos para que 
se efectúe la sintesis de este monoterpeno. Los brotes jóvenes tienen bajos niveles de 
sintesis en reladón con los tejidos productores de plantas silvestres. El grado de 
desarrollo de los plastidios parece tener influenda en los niveles de sintesis de 
monoterpenos porque influye en la formadón y orientadón de enzimas y posibles 
transportadores (Reil y Berger. 1997). 

Se midió también la concentradón de piquerinol en los cultivos elidtados a 
diferentes tiempos después de la inducdón. Es notable que la concentradón de 
piquerinol es dos ordenes de magnitud mayor a la presentada por el piquero! en los 
cultivos en suspensión. La maquinaria biosintética de monoterpenos se encuentra a 
menudo localizada en estructuraS glandulares espedaIizadas. en particular en los 
plastidios de estos órganos. Por lo cual. la complejidad y estructura de los ductos. 
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cavidades, glándulas y tricomas determina. en alguna medida. el nivel de la 
producdón. La falta de estas estructuras en los cultivos en suspensión es la prindpal 
causa de los bajos niveles de acumulación de monoterpenos en estos sistemas, 
porque ante la carencia de órganos especializados para el almacenamiento de aceites, 
no se acumulan terpenos, debido probablemente a la degradación endógena 
(catabolismo) de los productos redén formados. La existencia de cavidades 
secretoras extracelulares parece ser un prerrequlsito para la producción de estas 
sustancias (Savage et al .. 1996). En cambio, las sustancias de defensa como e! 
piquerinol se producen para excretarse y por ello pueden recuperarse en e! medio de 
cultivo (Banthorpe et al .. 1986; Reil Y Berger, 1997). 

Tabla ll.- Producción de piquerol y piquerinol en plantas silvestres, 
plantas cultivadas, callos, cultivos en suspensión y cultivos elidtados 

Tejido 
Plantas silvestres 

'Ralz.·· . 

Tallo 
Hojas 

Brotes jóvenes 
Hojas de, plantas cultivadas 
callos 
Cultivo en suspensión dia 10 
Cultivo en suspensión día 15 

Cultivos elicitados 
24h 
48h 
72h 

Piquero! 
mg 19 (peso seco) 

No detecIado 
1.15000 
2.22000 
0.31600 
2.32000 
0.00633 
0.01700 
0.01640 

Piquerinol 
m9/9 (peso seco) 

1.97905 
5.92303 
0.72104 

Para poder comparar los resultados de biotransformadón de GPP en doroplastos, 
los cuales se presentan en g de producto por mg de proteína. con los otros sistemas 
celulares, se determinó concentración de proteína en hojas, flores, cultivos en 
suspensión y cultivos elicitados de P. trinervia (Tabla 12). Resulta notable que las 
hojas jóvenes y las flores presentan una concentradón de proteínas de más de! doble 
que la que hay en la mayoría de los sistemas restantes, reflejo probable de una 
actividad metabólica mucbo mayor. Lo contrarío ocurre con los cultivos elicitados la 
concentradón de proteínas disminuye paulatinamente a partir de la inducdón. hasta 
llegar a poca más de un tercio de la concentración oríginaL La actividad metabólica 
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durante la respuesta de defensa, es indiscutiblemente alta, lo que sucede es que se 
estm exportando proteínas, tal vez relacionadas con la defensa, al medio de cultivo. 

Tabla 12.- Concentraóón de proteínas en 
diferentes órganos y cultivos de P. trinervia 

Sistema celular u órgano 

Cloroplastos de 
Brotes 
Plantas jóvenes 
Plantas en floración 

Células en suspensión 
Hojas jóvenes 
Hojas ntaduras 
Flores 

C. elicitadas 
12h 
24h 
48h 

Medio de cultivo 24h 
Medio de cultivo 48 h 

Concentradón 
mg!g 

9.3 
15.9 
14.2 

mg!g 
15.7 
38.8 
14.1 
38.4 

mg(g 
12.4 
6.1 
4,7 

mg !litro medio 
394.0 
273.6 

La concentración de proteína se determinó con la técnica 
de T nwry et al., 1978. 

b) Biotmnsfolmación de GPP por cultivos ell suspensión 

El prhner experimento se realizó para determinar el tiempo ópthno de reacción para 
la producdón de piquerol en cultivos en suspensión. Se tomaron muestras a las 6. 
12, 24, 48, 72 Y 96 horas de reacdón. La presenda de piquerol se hizo evidente a 
partir de las 24 horas y alcanzó su máximo rüvel a las 48 horas. para caer después 
rápidru'11ente (Fig. 18). Aparentemente el catabolismo de estas sustancias es muy 
alto, porque los niveles de producto no se mantienen rd siquiera 24 horas y después 
de dos días la sustanda ya no se detecta. El tiempo ópthno de biotransformación 
encontrado tiene una magnitud intermedia para un sistema de células vegetales, 
ya que los tiempos de reacdón para las transformadones con estos cultivos, varían 
desde unas cuantas horas (6,9 Ó 12) hasta quince o 20 días. 
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Tiempo óptimo de biotransfonnación 
Cultivo en suspensión 

0.400 I 
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Fig. 18.- Tiempo óptimo de biotransformación de GPP en piqueroL en 
los cultivos de células en suspensión 

72 

El análisis de las muestras en densitomelIÍa evidenció que el sustrato (GPP) 
adicionado aumentó la síntesis de piquerol en los cultivos de forma importante 
(Tabla 13). Obteniéndose a las 24, 48 Y 72 horas de tratamiento, una concentración 
de piquerol 5.7, 17.9 Y 7.9 veces superior en relación con los testigos, 
respectivamente. Con lo cual se comprobó la primera de nuestras hipótesis de 
trabajo. La alimentadón de GPP, aumento la acumulación de piquerol porque los 
cultivos tienen monoterpeno ddasas activas. 

La densitomelIÍa como técnica de medidón resulta muy adecuada para este 
sistema porque permite medir rápidamente una gran cantidad de muestras. Si se 
hace un número suficiente de repeticiones, al menos tres para cada muestra pueden 
obtenerse un error estándar bajo. No existe posibilidad de que las mediciones 
confundan a los dos terpenos piquerol y piquerinol porque en el sistema empleado 
[éter de petróleo- EtOAc-CH,Cl, (5:3:2) 1 se separan bien. el valor de Rf de piquerol y 
piquerínol fue de 0.17 y 0.28, respectivamente. Tampoco puede confundirse a los 
productos con el sustrato, aunque el GPP absorbe en el ultravioleta en 200 nm y el 
piquerol y piquerínol en 207 y 210 IlIlL respectivamente, el GPP es una sustanda 
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muy soluble en agua (el medio en que se realizan las biotransformaciones es acuoso) 
y no es extraída por el cloroformo, que es la sustancia empleada para extraer al 
piquerol y piquerinol. además, el GPP no corre con la solución eluyente empleada. 

Tabla 13.~ Producción de piquerol en diferentes tiempos después de la adición del 
GPP r a los cultivos en suspensión2 

Tiempo de reacdón mg/muestra mg/g mg/g mg/g 
~so fresco 2eso seco proteína __ 

Células en suspensión 
sin GPP 3 O.O1l90 0.00103 0.01700 0.06535 
6lÍ nd' nd nd nd 
12h nd nd nd nd 
24h 0.06769 0.00584 0.09670 0.37169 
48h 0.21343 0.01840 0.30490 1.17194 
nh 0.09425 0.00812 0.01346 0.51751 
96h nd nd nd nd ---- - --"---- ------ -, ----- ------- --------- ._-- - ---

I Se adidonaron 10 mg de GPP por matraz 
2 Se emplearon células en suspensión de 10 dias 
'Se emplearon testigos para cada tiempo de reacción. pero aparece un solo valor porque la 
concentradón del piquerol en los rultivos en suspensión no varía entre el día 10 y el día 14 
de rultivo. 
*" no detectado 

Tabla 14.~ Concentradón óptima de sustrato para la obtendón de piquerol por 
biotransformad6n en cultivos de células en suspensión 1 

GPP' mg mg/g mg/g 
~~ __ ~ _____ "' __ -----P_~~t!~if..~ _____ P..~~ fres~~.-. .. __ .P~_~~ s~~º-_ 

CélÍllás en suspensión 
sin GPi"" 0,O1l90 0.00103 
!O 0.19156 0.01651 
20 0.19836 0.01710 

0.01700 
0.27365 
0.28336 

3o;:0c:-::===-=====0",.2~8=-7:,97':-;-;=cc-,O",.O..,2 .. 4S",2,,- ___ O_.411_38 __ 
-1 Se emplearon células en suspensión de 10 dias 
2 Se adidonaron 10 mg de GPP por matraz 

rng!g 
proteína 

0.06535 
1.05183 
1.08917 
1.58121 

"-------

3 Se emplearon testigos para cada tiempo de reacción. pero aparece un solo valor porque la 
concentración del piquerol en ios cultivos en suspensión no varía entre el día 10 y el día 14 
de rultivo. 

En cuanto al sustrato, no fue necesario realizar pruebas de toxicidad porque se 
trata de una sustancia que la planta produce y como es soluble en agua, no fue 
necesario emplear solventes orgánicos. Se probó con 10, 20 Y 30 rng de sustrato, se 
obtuvieron los mejores resultados con 30 mg de GPP ( Tabla 14). La acumulación de 
piquerol cllando se adicionó esta cantidad de sustrato fue 24.2 veces mayor en 

99 



reladón con los testigos (Fig. 19). No obstante, el rendimiento total es muy bajo, 
sólo se convierten en piquerol 0.31 mg de los 10 mg del sustrato adicionado (Tabla 
15). 

TabIa15.· Eficiencia de transformadón de piquero! en cultivos en suspensión 

Experimento Condiciones mg por muestra Testigo Diferencia 

1 

3 

mg por muestra 

24h 0.06769 0.01190 
48h Oil343_ 0.01190 
tilí 0.09425 .0:01190 

10 mgde GPP 0.19156 0.01190 
20 JIJ.g de GPP 0.19836 0.OÍl9O 
30rngde GPP 0.28797 0.01190-

Concentración óptima de sustrato 
Cultivos en suspensión 

Testigo 10 20 30 

I!I por muestra. por 9 de peso seco 

Los datos son promedio de tres repetiáones 

0.05579 
0.20153 
0.08235 

0.17966 
0.18646 
0.27607 

Fig. 19.- Concentradón óptima de sustrato para la biotransformación 
de GPP en piquerol-en cultivos de células en suspensión 

Como el pirofosfato no se incorpora al producto, sólo deben considerarse el 49 % del 
GPP adicionado. La efidenda de transformadón es de cualquier forma muy baja,. la 
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producción de piquerol empleando la concentración más alta de sustrato, 30 mg de 
GPP (0.411 mg/g de biomasa seca), es inferior a los niveles encontrados en plantas 
completas (Tabla ll). La transformación tan pobre de GPP en piquerol pueden 
deberse a la combinación de tres circunstancias: una concentración muy baja de las 
enzimas en los cultivos en suspensión, la aportadón del sustrato a varios productos 
(algunos tal vez volátiles) y el catabolismo muy rápido de los monoterpenos, ante la 
falta de estructuras especializadas de almacenamiento en los cultivos in vitro. 

cl Biotransformación de GPP por cultivos e/icítlildos 

En base a los resultados de biotransformación de GPP en los cultivos en suspensión, 
el experimento para determinar tiempo óptimo de reacción en el sistema elicitado, se 
efectuó sólo con 24, 48 Y 72 horas de reacción. Con estos tiempos se obtuvieron 
producciones 8.8, 6.4 Y 7.7 veces mayores en relación con los testigos, 
respectivamente. En este caso, sí hay diferencias notables en la producción básica de 
piquerinol a las 24, 48 Y 72 h después de la inducción; por tanto, la eficiencia de 
transformación para cada tiempo de reacción, tiene que compararse con valores 
distintos (Tabla 16 ). El aumento de piquerinol a las 48 horas, es el más bajo porque 
la mayor acumulación del producto en los cultivos elicitados sin tratar, se da a las 4S 
horas y el nivel básico de síntesis es lllUy alto, pero en este tiempo de tratamiento 

Tabla 16.~ Producción de piquerinol en cultivos elidtados de p" tn"nervia a diferentes 
tiempos después de la adición de GPP 1 

mg mg/g mg/g rng/gprot. 
por peso peso 

Tiempo muestra fresco seco 

Células elidtadas sin GPP 24 h 1.40 0.12 1.98 9.55 
Células elidtadas sin GPP 48 h 4.19 0.36 5.92 28.59 
Células elidtadas sin GPP 72 h 0.51 0.04 0.72 3.48 

24h 11.20 0.95 15.82 76.37 

48h 26.88 2.28 37.97 183.24 
72h 3.94 0.33 5.56 26.85 

I La adidón del sustrato se hizo 12 h después de la inducción; se adicionaron 10 rng de GPP 
Los resultados son promedio de tres reperidones 
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ocurre la mayor acumulación del monoterpeno. El resultado fue similar al 
encontrado con cultivos en suspensión, el tiempo óptimo de reacción es 48 horas 
(Fig. 20). 

Tiempo óptimo de biotransfonnación 
Cufiivos elicitados 

45 r---------------~~ 

40 

35 

~ 30 

~ 25 
S< 
~ 20+-~~~~~~----------~~-~~----__1 .., 
E 15 

10 

: b=================d 
24 48 72 

horas de tratamiento 

-+-mg por muestra ~-mg Ig peso seco 

~ Testigos mg por muestra ___ Testigos mg '9 peso seco 

Los datos son promedio de tres repetidones 

Fig. 20.- Tiempo óptimo de transformación de GPP en piquerinol en los 
cultivos elicitados de P. trinervia 

En el experimento para determinar la concentración óptima de sustrato en los 
sistemas elicitados, se obtuvo la mejor respuesta con 20 mg de GPP por matra2 (Fig. 
21). Con una eficiencia de producción de piquerinol 8.7 veces mayor en relación con 
los testigos (Tabla 17). Con 30 mg de sustrato, el nivel de acumulación de piquerinol 
no se sostiene. Este experimento (que fue simultáneo al anterior) se hizo con 72 h 
de reacdón. Se eligió este tiempo porque en estudios previos con el sistema elidtado 
(Saad, 1996), la máxima acumulación de fitoalexinas totales se da a las 72 horas. 
Hubiera sido más conveniente realizarlo a las 48 horas. De cualquier [arma los 
resultados son válidos porque a pesar de que los niveles de síntesis bajan de forma 
importante en los testigos después de 24 horas, la proporción en los niveles de 
síntesis debe conservarse. 
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La adición del precursor metabólico a los cultivos elicitados aumento los niveles 
de piquerinal presentes en los tejidos, esto prueba nuestra tercera hipótesis, este 
sustrato es un metabolitos escaso en el ambiente celular, incluso en el caso de los 
cultivos elicitados, que tienen una concentración alta de enzimas y una distribución 
preferencial de precursores. 

La elicitación provoca cambios considerables en el metabolismo celular, durante la 
respuesta de defensa vegetal el GPP se ilirige de forma prioritaria a las sustancias 
relacionadas con la defensa y el piquerinol es una de ellas'. Por ejemplo, en los 
cultivos elicitados, a las 24 horas de inducción ya no se detecta piquerol, que es una 
sustanda con menor actividad funguidda que el piquerinal. Ante estas 
circunstancias de menor reparto, el sistema, tal vez es más sensible y se inhibe con 
altas concentraciones de sustrato. 

o 
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~ 
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.g 
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Concentración óptima de sutrato 
CultIVOS ellcitados 

Testigo 10 20 

mgde GPP 

rl mg por muestra 1: mg Ig peso seco 

Los resultados son promedio de tres repeticiones 

30 

Fig. 21.- Concentración óptima de sustrato para la biotransformación 
de GPP en piquerinol por los cultivos elicitados 

4 Esrudios fitoquímicos previos de P. trineTwa (Saad, 1996), demostraron que en esta planta algunos 
terpenos y en particular el piquermol tienen actividad funguicida 
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Los diferentes monoterpenos de una planta pueden sintetizarse de una enzima o 
de más de una. El trabajo del laboratorio del Dr. Croteau' ha generado evidendas 
para ambas posibilidades (Vogel et al., 1996), limoneno sintasa cataliza la sintesis 
de un producto predominante (Wheeler el al., 1990), mientras pineno sintasa y y
terpineno sintasa generan múltiples productos (Alonso y Croteau, 1991). En Pif¡ueria 
trinervia, la similitud en el tiempo de respuesta del sistema enzimático que produce 
piquerol y el que produce piquerinol podría sugerir que se trata de la misma ddasa. 
Hay otras evidendas que apuntan en este sentido. A pesar de su arquitectura básica 
aparentemente distinta, tanto el piquerol como el piquerinol pueden sintetizarse por 
una sola enzima. En la Fig. 22 se propone un mecanismo de reacción esendalmente 
idéntico para los dos monoterpenos, basado en el mecanismo propuesto para la 
síntesis de j3-pineno (Croteau, 1987). Ocurre ionización inidal y migración del PP, 

para llevar a la' formación de un isómero alíIico terciario (+ )-(35)- Iinalil difosfato 
(LPP); la doble unión 2,3 rota y en seguida se da una segunda ionización del cisoide 
antiendo conformero del el linalil intermediario, la cual genera un catión 
monocfclico (45)-j3-terpenil, después ocurre ciclización electrofíclica y un rearreglo, 
que puede llevar a la formación de dos isómeros: el esqueleto básico del piquerinol o 
del j3-pineno. En el caso del piquero!. ocurren dos rearreglos más por cambio de 
carga positiva, antes de que el catión terminal sea desprotonado a una olefeina o 
capturado por agua o el anión difosfato. Todo lo anterior ocurriría en las cidasas. La 

adición de grupos hidroxilo a los monoterpenos básicos, estarIa a cargo de enzimas 
transformantes, tal vez pertenecientes a las citocromo 450 oxidorreductasas. 

Tabla 17.- Concentración óptima de sustrato en la biotransformad6n de GPP en 
piquerinol por rultivos elidtados 

GPP mg mg/g mg/g mgJg prol. 
por peso peso 

mg muestra fresco seco 

.. 
O 0.51050 0.04326 0.72104 3,47991 

10 0.92209 0.07814 1.30238 6.28558 
20 4.44073 0:31633 6~2722í 30.27108 
30 1.64892 0.13974 2.32898 11.24017 

La adidón del sustrato se hizo 
Los datos son promedio de tres repetidones 
El tiempo de reacdón fue de 72 h 

5 El Dr. Crateau es ellider del grupo de investigadón más importante de bioquímica de monoterpenos 
que existe en el mundo. se ha dedicado a la investigación de estas sustancias naturales por más de 30 
años. En la bibliografía de esta investigaaón se induyen 28 atas de su trabajo. 
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Pero el hecho de que la síntesis de las dos moléculas pudiera partir del mismo 
catión monoddico, no necesañamente indica que se trata de una sola enzima capaz 
de catalizar múltiples conversiones, pudieran ser enzimas diferentes con gran 
similitud fundonal, porque las terpeno sintasas del metabolismo secundario, están a 
menudo representadas por familias de genes multicopia que codifican para enzimas 
fundonalmente idénticas (Bohlman et al., 1998). Tal vez la evidenda más 
importante de que se trata de una sola enzima, se encuentre en la virtual 
desaparidón del piquerol durante la respuesta de defensa de la planta, para 
favorecer la aparidón de piquerinol. que es un agente funguidda más activo que el 
piquerol (Saad, 1996). Un aumento a nivel transcripdonal de las tasas de síntesis de 
la piquerinol síntasa, solamente bajarian los niveles de síntesis de piquero!. no lo 
harían desaparecer. Posiblemente una sola enzima síntetice las dos molécnias, 
piquerol en condidones normales y piquerinol durante la respuesta de defensa, 
debido s cambios en la capaddad catalftica reladonados con modificadón alostérica 
O covalente de la enzima. regulados a ruvel post-transcripdonal (Gershenzon y 

Croteau, 1990). 

El hecho de que el esqueleto básico de estas molécnias sea el 13- píneno o su 
isómero, puede estar índicando una cercania importante con la l3-píneno síntasa 
aislada de coniferas. Sín embargo, las monoterpeno ddasas de gimnospermas suelen 
ser catalítica y estructuralmente distintas a las terpeno ddasas de angiospermas, Las 
sintasas de gimnospermas requieren iones monvalentes, en espedal K+ y prefieren 
como cofactor Mn' o Fe' sobre el Mi y tienen un valor de pH óptimo alto. 
(Bohlmann et aJ., 1997). En Ames grandis se encontró que la pineno sintasa, 
enzima de 71.5 kDa. es más parecidas a otras ddasas de la planta de otros grupos 
de terpenos, que a otras ddasas de monoterpenos de angiospermas (Gijzen et al., 
1992; Gijzen et al., 1991). No obstante, el hecho de en P. trinervia se produzcan 
terpenos con un esqueleto básico idéntico all3-píneno, sugiere que debe haber algún 
grado de similitud. La única forma de saber si las monoterpeno sintasas de P. 
trinervia y las ddasas de coníferas tienen un origen evolutivo común" o se trata de 
convergencia evolutiva; sería aislar las enzimas de P. trinervia y determinar su 
secuenda de aminoáddo y compararlos con los reportados para la 13-píneno síntasa 
aislada de gínmospermas. 

d) Experimentos de biotransformación con cloroplastos 

Los doroplaslos aislados se analizaron bajo microscopio de contraste de fases, para 
identificar doroplastos íntactos y detectar la presenda de otros fragmentos celulares 
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contaminantes. Con el procedimiento empleado se aislaron doroplastos enteros, 
prácticamente puros, había sólo alguno que otro núeleo contaminante que no 
interfería con los objetivos de esta investigación. Para fines de esta investigación, no 
era necesario aislar e1oroplastos con las dos membranas íntegras porque las enzimas 
de interés no están asodadas a membrana, se comportan como enzimas solubles y la 
membrana interna es el sitio especifico en el cual se regula el transporte de 
metabolitos entre el citoso! y el cloroplasto (Stitt, ¡ 997) por medio de translocadores 
proteicos especlficos; por eso no fue necesario comprobar la existencia de las dos 
membranas. 

Los experimentos de biotransformación con cloroplastos se efectuaron con 48 
horas de reacción. en base a los resultados de biotransformación con células 
completas. En los tres sistemas empleados: e1oroplastos de brotes, plantas jóvenes y 
plantas en floración, se formaron los dos monoterpenos (Tabla 18). Aumentó de 
forma considerable la producción de piquerol, en relación con los testigos, 3.9 veces 
en las plantas jóvenes, 130.8 veces en los brotes y 341 veces en las plantas en 
floración. El piquerinol no se detectó en los testigos y alcanzó niveles importantes 
de síntesis en los tres sistemas, pero mucho más bajos que los encontrados para 
piquero!, evidendando que la delasa de piquero! tiene una mayor afinidad por el 
sustrato o se encuentra en una mayor concentración en los doroplastos de hoja. Para 
los dos monoterpenos" el sislema más eñdente fue el de plantas en Horadón, 10 cual 
sugiere la idea del posible papel de estas sustancias como atrayentes de 
polinizadores. El segundo sistema por sus eficiencia, también para los dos 
monoterpenos, fueron los e1oroplastos aislados de brotes. 

la efidencia tan alta de transformación de GPP en e1oroplastos (Fig. 23) sugiere 
que este es el lugar de síntesis de monoterpenos en P. trinen/ia. la síntesis de 
monoterpenos está generalmente asociada con plastidios (leucoplastos y 
cromoplastos) más que con cioroplastos (McGarvey & Croteau, 1995), pero en esta 
planta, se encontró una correlación muy interesante entre la presencia de dorofila 
en los callos y su capacidaá de sintetizar piquerol (ver resultados de cultivos de 
células en suspensión). Aparentemente, los monoterpenos se forrnan en esta planta 
a través de la rüta de la deoxixilulosa, porque hay evidencias de que, generalmente 
en las plantas superiores esta ruta opera en plastidios (Mettal et al., 1988; Gua y 
Wagner, 1995; Sun y Kamiya, 1994; Yamaguchi el al., 1996; Reil y Berger, 1997)y 

porque estudios previos en nuestro laboratorio comprobaron que el mevalonato no 
se incorpora al piquero16

• 

6 Liza Cova.iltes. comunicación personal 
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Tabla 18.- Biotransformadón con doroplastos 

Cloroplastos de mg por muestra 

BÍOtes sin GPP 0.00070 
Plaotas jóvenes sin GPP 0.00939 
Plaotás en fIDraá6n sin GPP 0.00154 

!lrotes 0.08437 

Plaotas jóvenes 0.03577 
ptaritasen floración 0.52528 

Cloroplastos de mg por muestra 

í!¡:¡'¡í!(sm GU 
Plaotas jóvenes sin GPP 
i'Jaii$'en :(lof,idón sin GPP . 

Biotes' .' ' . 
Plantas jóvenes 

¡llánias en fÍoÍádón 

ud 
nd 
IÍd 

0.01202 

0.00853 

0.04071 

Los resultados son promedio de tres repeticiones 
Se adidonaron 30 mg de sustrato 
El tiempo de reacd6n fue de 48 h 

Piquerol 
Proteínas 

mg/muestra 

10.15661 
1628230 
14.16774, 

9.31732 

15.87901 

14.17864 

Piquerlnol 
Proteinas 

mg/muestra 

931732 
15.87901 

14:17864 

mglg proteína 

0.06924 
0.57659 
0.10865 

9.05551 

2.25259 
'37.04700 

mglg proteína 

128977 
0.53738 

2.87141 

El transpone de productos metabólicos fmales no es común en el reino vegeta!. 
Normalmente los compuestos terpénicos son sintetizados y acumulados en el tejido 
donde se ocupan (Funk et aJ., 1992; Wink, 1997). En general se asume que los 
terpenos que son acumulados en los tricomas glandulares son sintetizados ahí, 
porque los tricomas pueden acwnular precursores marcados como sacarosa, acetato 
y mevalonato y se ha comprobado que estas estructuras son el único sitio de síntesis 
de monoterpenos en plantas como la menta (Savage et aJ., 1994 ; McGeady y 
Croteau, 1995). No obstante, se sabe que en ocasiones, los alcoholes monoterpénicos 
son transponados como glicósidos (Gershenzon et al., 1989). Es posible que en 
Piquería trinervia, los monoterpenos se sinteticen en los doroplastos de las hojas y 
después sean transponados a los tricomas de la flor. Si esto es así, debe existir un 
sistema de transporte de estas sus tandas. del doroplasto a las estructuras de 
almacenamiento. Gradas a ese sistem~ es posible que en los doroplastos aislados el 
piquerol se excrete a! medio de cultivo. Regresando al lugar de síntesis, dada la 
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concentradón más alta de proteínas encontrada en flores (Tabla 12), reflejo de 
una actividad biosintética intensa, puede pensarse que los monoterpenos también se 
sintetizan ahí. 

Las concentraciones tan bajas de monoterpenos en los doroplastos sin tratar 
pueden explicarse por tres posibles razones: la primera es que los bajos niveles de 
producdón de estos sistemas se deben, más que a su capaddad biosíntética, a la 
carencia de estructuras de almacenamiento, no se acumulan tcrpenos, debido a la 
degradadón end6gena (catabolismo) de los productos redén formados (Bantborpe et 
al., 1986l; la segunda es que el flujo metabólico de la ruta de isoprenoides en 
plastidios, está controlado por disponibilidad de GPP; y la tercera que los 
monoterpenos sintetizados ahí son transportados a otro sitio. 

Aunque la efidenda de transformad6n de los doroplastos es muy alta, la unidad 
experimental es muy pequeña (125 mI de suspensión). En el mejor sistema, 
dorop1astos de plantas en floradón, se está íncorporando a los dos monoterpenos 
menos de un miligramo de GPP por muestra. Aunque los doroplastos son un 
sistema más simple que los cultivos en suspensión y el reparto del GPP debe ser 
menor que en células completas, la competenda por el sustrato no se elimína porque 
también diterpenos, carotenoides, fltol y plastoquínona son formados en doroplastos 
(Yamagudri et al., 1996; Reil Y Berger, 1997; Eisemeich et al., 1998l. Aun 
considerando el reparto entre varios metabolitos, 30 mg de GPP por muestra parece 
ser demasiado. Dados los resultados. la concentración de sustrato que puede ser 
aprovechada por esta cantidad de doroplastos (g de proteína )debe ser mucho 
menor. 

e) Los sistemas probados 

Se lograron todos los objetivos inidaImente planteados en esta investigación: se 
estandarizó la témica para síntetizar GPP y GPP deuterado; se determioó el tiempo 
óptimo de reacción y la concentración necesaria de sustrato tanto para el sistema de 
cultivos en suspensión, como para el sistema elidtado; y se establedó sistema de 
biotransformadón de GPP con doroplastos de P. tTinervía. Los resultados de todos los 
experimentos de biotransformadón realizados, se resumen en la Tabla 19. 

Resultaba muy complicado pesar los doroplastos sín dañarlos, por eso se prefIrió 
medir concentradón de proteínas por muestra. Este sistema de medición resulta 
válido porque la efidenda terminal obtenida en relación con los testigos, es idéntica 
a la que resulta cuando se utilizan mg de producto por g de biomasa seca (Tabla 20 
y Tabla 21 l. Para poder comparar los resultados de los experimentos de 
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biotransformación de doroplastos con los otros sistemas probados Presentamos los 
resultados de todos los experimentos también en términos de mg de producto por 
gramo de proteína. 

Tabla 19. -Resultados de los experimentos de biotransformación de GPP con 
cultivos de P. trinervia 

Experimento Sistema celular Condiciones Resultado 
-""==;¡==---'C"ule;::ti"'vo"s"d'ie"'c"'é"'lu"'¡c-a-s ccenc-~I"'O"m"g=;de'-";:G~P"'P---ÓTI::i· em=po 00'· p-ctnn;-:· c-o~d·e 

2 

3 

4 

5 

suspensión biotransformación de GPP 

Cultivos de células en !O rng de GPP 
suspensión elicitados 

Cultivos de células en 48 horas 
suspensión 

Cultivos de células en 72 horas 
suspensión elicitados 

Cloroplastos aislados 
de hojas 

30mgde GPP 
48 horas 

en piquerol: 
48 horas 
Tiempo óptimo de 
biotransformación de GPP 
en piquerinol: 
48 horas 
Cantidad requerida de 
sustrato 
30 mg /matraz 
Cantidad requerida de 
sustrato 
20 mg /matraz 
Etapa de crecimiento 
con mayor capacidad de 
biorransformación de GPP 
en piquerol y piquerinol en 
c1oroplastos: 
Plantas en floración 

Los cloroplastos resultaron ser una opClon mucho mejor que los cultivos en 
suspensión, para obtener piquerol por biotransformación de GPP. Se obtuvieron 
rendimientos más de 23 veces mayores, con un volumen de reacción cuatro 
veces menor. Esto prueba nuestra tercera hipótesis de trabajo, los cloroplastos son 
un sistema más eficiente de transformación porque son el sitio de síntesis de los 
monoterpenos de la planta y ahí la concentración relativa de monoterpeno sintasas 
es alta. 

Los cultivos elidtados mostraron una gran efidencia de producdón de 

piquerinoL En forma basal, estos cultivos, incluso sin adición de GPP, tienen la 
mejor tasa de producción de un monoterpeno en la planta, este es también el 
sistema de biotransformadón más eficiente de todos los sistemas probados, se 
obtienen valores de productividad muy altos, más de 180 mg por gramo de 
proteína. Los cultivos inducidos con elicitores son un sistema ideal cuando $é' trata 
de aprovechar la maquinaria biosintética del metabolismo secundario, porque se 
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aumenta drásticamente la actividad de rutas biosintéticas clave para la defensa 
vegetal y suelen ser la mejor opción para el aislamiento y caracterización de enzimas 
de rutas metabólicas y la c:!onaclón de sus genes (Taticek, 1991; Kuruey, 1997; 
Towers y Eilis, 1995; Dixon et al., 1996). Los cloroplaslOs son menos eficientes que 
los rultivos elicitados para producir piquerinoL Sin embargo, sería muy interesante 
aislar cloroplastos de rultivos elicitados; probablemente en estos sistemas, el 
piquerinol es el monoterpeno más abundante. 

En la mayor parte de los sistemas probados las concentración relativa de las 
monoterpeno ciclasas involucradas es muy baja. Una proporción mínima del sustrato 
adicionado se transforma en los productos. En la mayoría de los casos, el aumento 
de producción de monoterpenos en las muestras es menor a 1 mg. Sólo en los 
rultivos elicitados se obtuvieron rendimientos de transformación importantes, entre 
30 y 90%. Este es sin duda. el sistema con la mayor concentración relativa de las 
enzimas de interés. 

Tabla 20.- Efidenda de transformación por peso seco de los sistemas celulares utilizados 

Piquero! 
Testigo* 

mg/g 
Experimento (peso seco) Sistema celular 

1 0.01700 CUltivos de células 
0.01700 
0.01700 

3 0.01700 CUltivos de células 
1.01700 
0.01700 

Piquerinol 
Testigo 

mg/g 
Experimento (peso seco) Sistema celular 

2 1.97905 Cultivos elidtados 
5.92303 
0.72104 

4 0.72104 Cultivos elicitados 
0.72104 
0.72104 

.. Los testigos son los cultivos sin GPP 

Variables 

24h 
48h 
72h 

lOmgdeG<'P 
20 mgde GPP 
30 mgde GPP 

Variables 

24h 
48h 
72h 

lOmgdeGPP 
20 mg de GPP 
30 rngdeGPP 

mg /g Aumeuto de 
(peso secO) concentradón ** 

0.09670 
0.30490 
0.13464 

.0.27365 
028337 
0.41138 

mg/g 
(peso seco) 

15.82294 
37.96806 
556258 

1.30238 
6.27221 
2.32898 

5.7 
17.9 
7.9 

16.1 
16.7 
242 

Aumento de 
concentradón 

8.0 
6.4 
7.7 

L8 
8.7 
3.2 

** El aumento de concentraóón se calrnló en relación con los testigos 
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Tabla 21.~ Eficiencia de transformadón por gramo de proteína de los sistemas empleados 

Piguerol 
Testigo* 

mgfg mgfg Aumento de 
Experimento de protefn.a Sistema celular Variables de proteínaconcentradón** 

Cultivos de 
1 0.06535 células 24h 0.37l69 5.7 

0.06535 48h 1.17l94 17.9 
0.06535 72h 0.51751 7.9 

Cultivos de 
3 0.06535 células IOmgde GPP 1.05183 16.1 

0.06535 20mgde GPP 1.08917 16.7 
0.06535 30mgde GPP 1.58121 24.2 

5 
0.06924 Cloroplastos Brotes 9.05551 130.8 

Plantas 
0.57659 jóvenes 2.25259 3.9 

Plantas 
~ 

0.10865 floración 37.04700 341.0 

Plgllerlno¡ 
-r~"':~~ 
H,,;>P""'-5V 

mg/g mg/g Aumento de 
Experimento de proteína Sistema celular Variables de protefna concentración 

Cultivos 
2 9.55133 elidtados 24h 76.36501 8.0 

28.58588 48h 183.24226 6.4 
3.47991 72h 26.84625 7.7 

Cultivos 
4 3.47991 elidtados lOmgde GPP 6.28558 1.8 

3.47991 20 mg de GPP 30.27108 8.7 
3.47991 30mgde GPP 11.24017 3.2 

5 
nd Cloroplastos Brotes 1.28977 

Plantas 
nd jóvenes 0.53738 

Plantas 
nd floración 2.87141 

Los testigos son los cultivos sin GPP 
** El aumento de concentración se calruló en relación con los testigos 
nd = no detectado 
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El aumento en los niveles de producción de monoterpenos por la adición de GPP, 
en todos los sistemas probados, parece Indicar que el GPP es un metabolito escaso y 
por lo tanto, las tasas de síntesis de los monoterpenos deben estar controladas en 
alguna medida por disponibilidad de este sustrato. La regulación del flujo de 
precursores Intermediarios y cofactores en los distintos compartimientos celulares 
resulta un importante sistema de control del metabolismo secundario, conocida 
como lnbibición por alimentación (Plaxton, 1997; McGarvey y Croteau, 1995). 

5 Actividad enzimática 

La mejor opción para produdr monoterpenos por biotransformación de GPP es el 
empleo de enzimas aisladas, de esta forma pneden dismlnuirse mucho los tiempos 
de transformación; además, los problemas de competencia de sustrato y catabolismo 
de productos desaparecen. A cambio deben conseguirse condiciones fisiológicas de 
reacóón y suministrar cofactores necesarios. Condiciones que en este caso 
pueden satisfacerse sin problema. Las monoterpeno cidasas tienen pocos 
requerimientos, necesitan un ión metálico divalente (generalmente Mg' o Mn'), 
como cofactor, tienen un valor de punto isoeléctrico cercano a 5.0 Y un pH óptimo a 
una unidad de la neutralidad y son operacionalmente solubles. 

Sintetizamos GPP deuterado con una doble Intención: emplearlo en 
experimentos de biotransformación y detectar actividad enzirnática de piquerol y 
piquerlnol ddasas, para liegar a su eventual purificación. 

Las monoterpeno ddasas se encuentran en muy bajas concentraciones en los 
tejidos de las plantas, Induso en la etapa de desarrollo en que son más activas, 
además siempre hay otras enzimas, como las fosfohidrolasas derivadas del mesófIlo 
de las hojas (Chappell, 1995; McGarvey y Croteau, 1995), que se encuentran en 
concentraciones mucho mayores y que por lo tanto pueden competir con ventaja por 
el sustrato (GPP). Estas limitantes hacen a las cidasas enzimas muy difídies de 
purificar. La solución ha sido emplear tejidos muy enriquecidos con las enzimas. Los 
monoterpenos aparecen dentro de estructuras secretorias en ciertos órganos de la 
planta como hojas y flores, en momentos particulares del desarrollo del vegetal 
(Lewlnsohn et aL. 1993; Gleizes d al., 1980; Chappell, 1995; Gershenzon y Croteau, 
1990; McGarvey y Croteau, 1995; Loreto d aL, 1996). En la mayoña de las plantas 
herbáceas, las enzimas reladonadas con la síntesis de monoterpenos se localizan en 
los tricomas glandulares de las hojas (Savage d al., 1994; McGeady y Croteau, 1995; 
Gershenzon el al., 1989; Karp el aL. 1990; Hallahan d az.. 1998; Croteau, 1987). Todas 
las monoterpeno cidasas que han sido descritas, se purificaron Invariablemente de 
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tricomas glandulares, obtenidos rasurando hojas de la planta en cuestión. Con la 
intención de seguir esta estrategia se hicieron estudios bajo microscopio 
estereoscópico, de plantas de P. trinervia en diferentes etapas de desarrollo, para 
detectar estructuras glandulares especializadas. 

a) Búsqueda de tricomas en los diferentes estadios de crecimiento de P. 
trinervia 

En P. trinervia no aparecen tdcomas en hojas y tallo antes de los dos meses de edad 
(Tabla 22). Después de esta etapa, cuando empiezan a formarse los márgenes 
aserrados en las hojas, aparecen en el valle de cada margen unos cuantos tricomas 
transparentes de 3 a 4 células de largo. Hacia los cuatro meses de edad aparecen 
tricomas escasos, además de en los márgenes aserrados de las hojas, en las 
nervaduras de! envés de la hoja y en los nudos del tallo. En esta etapa de crecimiento 
vegetativo pueden apreciarse dos columnas opuestas de tricomas en el tallo. Puede 
decirse que los tricomas son escasos en toda la planta durante la fase vegetativa. En 
la punta de los márgenes de las hojas aparecen glándulas abultadas y redondas con 
una pequeña depresión en el centro. Cuando la planta entra en la etapa 
reproductora y florece, lo cual ocurre independientemente de la edad cuando 

Tabla 22.- Presencia de glándulas y tricomas giandulares en diferentes etapas fenoiógicas y 
órganos de P. trinervia 

Etapa fenológica 
plántula . 

Plantas jóvenes 
(2 a 4 meses) 
Plantas en 
crecimiento 
(más de 4 meses) 

Plantas en 
floración 

Órgano 
No 

, detectadas 
Hoja 

Hoja 

Tallo 

Tallo 

Distribución 

Tricomas glandulares 
En el valle de los márgenes aserrados 

Tricomas glandulares 
En el valle de los márgenes aserrados 
En el envés de las nervaduras 

Glándulas 
En ia punta de los inárgenes aserrados 

TrieDro.s glandulares 
En los nudos 
Fonnando dos hileras opuestas 

Tricomas glandulares 
En las regiones cercanas a las 
inflorescencias 

Flores Trícomas glandulares 
_ ~ __________ ._. ____ ~ __ . .J~eceptá9:l~'Q-2"ri'1, pétalos y estigma 

Il5 

Abundancia 

Escasos 

Escasos 

Una 
glándula en 
cada punta 
Escasos 

Abundantes 

Muy 
abundantes 



disminuyen la temperatura y el fotoperiodo, a fmales de octubre y principios de 
noviembre., se desarrolla en la parte del tallo cercana a las inflorescencias una mayor 
cantidad de tricomas. Cuando ocurre la antesis, la flor completa es un conjunto de 
glándulas, en especial el receptáculo floral que es un dlindro verde, cubierto por 
completo de largos tricoroas, los pétalos y el estigma tienen también gran cantidad 
de tricomas. Por lo anterior, es probable que sean las flores el principal sitio de 
almacenaroiento de monoterpenos en esta planta Hay otros reportes de acumulación 
de monoterpenos en órganos especificos de la flor (Dudareva et al, 1996), en estos 
casos, la función biológicas de estas sustancias, suele ser la atracción de 
polinizadores. 

b) Pruebas ele actividad enzimática 

La opción empleada para monitorear actividad de estas enzimas es el empleo de 
GPP marcado con tritio. Sintetizar geranil pirofosfato tritiado requlere instalaciones 
especiales y reactivos muy caros. Una opción para detectar actividad enzimática sin 
emplear isótopos inestables, es el empleo de sustratos marcado con deuterio y la 
cuantificación de productos en gases masas. 

Se hicieron pruebas para detectar actividad de monoterpeno ciclasas en 
diferentes tejidos de la planta empleando GPP deuterado: cultivos en suspensión 
elicitados, hojas de brotes jóvenes, hojas de plantas cultivadas en suelo y flores 
individuales. La actividad se detecta por la presencia de los productos, piquerol y 
piquerinoL Se efectuaron estudios de espectroscopía de masas a los extractos crudos 
CHCI, ( los espectros de masas se encuentran en el anexo). En los espectros de masas 
de todos los cultivos que sintetizan piquero!. aparece una señal m/Z 167, que 
corresponde al peso molecular del piquerol deuterado. En el casO de las flores hay un 
aumento notable de la abundancia relativa en relación con los testigos (muestras 
sin GPP) de 25% a 40%. En las hojas de brotes y hojas de plantas maduras, hay un 
pequeñísimo aumento de abundancia relativa, en relación con los testigo de 38 a 41 
y de 27 a 30%, respectivamente. En el espectro de masas de los cultivos elicitados, 
aparece esta misma señal con una abundancia relativa de 27% en los testigos y de 
30% en los cultivos tratados. Estos resultados sugieren que los el sustrato deuterado 
se está incorporando al piquerol y no al piquerinot no obstante, los aumentos de 
abundancia relativa de las señales, en los sistemas tratados con GPP, son muy 
pequeñas y las muestras muy complejas, para que estos datos sean concluyentes. 
Para tener resultados más sólidos, sería necesario escalar la reacción. purificar los 
productos y analizarlos por gases-masas. Tarea que abordaremos más adelante. 
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vm.- Conclusiones 

l. Se mejoró el protocolo para obtención de brotes in vitro empleando taHos sin 
hojas de dos meses de edad cultivados en medio MS con 1 mg!l de cinetina . En 
el mismo medio se formaron primero brotes y después raíz. 

2. De los cultivos en suspensión de P. trinervia induddos con elicitores fúngicos se 
aisló y caracterizó un nuevo monoterpeno: eI2·metilen·7.7·dimetil bicicio [3.3.1] 
heptano ·4.6-diol. o PiquerinoL 

3. Se estandarizó la témica de obtención de geranioI marcado con deuterio: la 
síntesis involucró cuatro pasos sucesivos: oxidación de geranio!, purificación de 
geranial. reducción de geranial y purificación de geraniol deuterado. 

4. Se estandarizó la síntesis del geranil pirofosfato y geranil pirofosfato marcado 
con deuterio, mediante la optimizadón de tres pasos consecutivos: síntesis de 
bis-trietilarnoniofosfato. [osforilación del geraniol y purificación del GPP. 

5. En P. trinervia los tricomas glandulares son escasos en toda la planta durante la 
fase vegetativa. Durante la floración se desarrollan tricomas en la parte del tallo 
Cercana a las inflorescencias y la flor completa es un conjunto de glándulas. en 
especial el receptáculo ilora!. 

6. El tiempo óptimo de biotransformación de geranil pirofosfato en piquerol por 
cultivos de callos en suspensión de P. trinervia fue de 48 horas 

7. La concentración de GPP que debe aáicionarse a los cultivos en suspensión para 
su transformación en piquerol debe ser 30 mg/matraz. 

8. En los experimentos de biotransformadón con cultivos en suspenSlOn de P. 

trinervia se obtuvo una producción de piquerol de 0.41 mgl g de biomasa seca 
(28.8 mg/g de proteína) que representa una sobreproducción de 24.2 veces, en 
relación con los testigos. 

9. El tiempo óptimo de biotransformación de geranil pirofosfato en piquerinol por 
cultivos de callos en suspensión de P. trinervia, inducidos con elicitores, fue de 48 
horas 
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10. La concentración de GPP que debe adicionarse a los cultivos en suspensión 
elicitados para su transformación en piquerinol debe ser 20 mg/matraz. 

11. En los experimentos de biotransformación con cultivos en suspensión de P. 
trinervia, inducidos con elicitores, se obtuvo una producción de piquerinol de 38.0 
mg/ g de biomasa seca (183.2 mg/g de proteina) que representa una 
sobreproducdón de 6.4 veces, en relación con los testigos y una eficiencia de 
transformación del 90%. 

12. Se estandarizó la témica de aislamiento de cloroplastos de hojas de P. trinervia. 

13. En los experimentos de biotransformación con cloroplastos se produjeron 
piquerol y piquerinol. En todos los casos, el piquerol fue el producto más 
abundante. 

14. Las plantas en floración proporcionaron los cloroplastos con mayor capacidad de 
transformación de GPP en piquerol y piquerinol. 

15. Los cloroplastos resultaron un sistema de biotransformación de GPP en piquerol 
mucho más eficiente que los cultivos en suspensión 

16. En los experimentos de biotransformación con cloroplastos, se obtuvo una 
producción de piquerol de 37.0 mg/g de proteína, que representa una 
sobreproducción de 341.0 veces, en relación con los testigos. 

17. Los cloroplastos resultaron un sistema de biotransformación de GPP en 
piquerinol mucho menos efidente que los cultivos en suspensión inducidos con 
elidtores. 

18. En los experimentos de biotransformación con cloroplastos, se obtuvo una 
producción de piquerinol de 2.9 mg/g de proteina. 

19. Los cultivos elicitados de P. trinervia resultaron ser el sistema más eficiente, de 
los tres empleados, para transformar GPP en un monoterpeno. 
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IX.- Consideraciones finales 

!J}0s terpenDS pertenecen al grupo de metabolitos que son pobremente 
expresados en cultivos in vitTO. En general los cultivos de células vegetales 
no producen terpenos o Jo hacen en concentraciones muy bajas. El cultivo 

en suspensión empleado para la biotransformaci6n de GPP en piquero!, presentó 
lliJ.a. respuesta típica. Las enzimas se encontraban en bajas concentradones y lO's 
metabolitos se acumularon muy poco debido a la carencia de estructuras 
especializadas de almacenamiento y a una degradación endógena muy rápida. Los 
niveles de producción fueron tan bajos, que se aumentó mucho la síntesis cuando se 
adicionó el precursor metabólico, pero la acumulación ftnal fue menor a la obtenida 
en plantas completas. En cambio, ios otros dos sistemas utilizados en esta 
investigación son realmente muy prometedores. 

La capacidad catalítica de los c1oroplaslOs aislados de plantas en floración es muy 
buena y puede aumentarse aún más. En realidad, los resultados aquí mostrados son 
sólo una aproximación inicia! a un sistema que permite mejoras considerables. 
Podúan aumentarse mucho los rendimientos si se determinan: los tiempos de 
reacción de forma más precisa; las concentraciones m!..vJmas de sustrato, los 
parámetros ambientales que favorecen la reacción. 

Es muy probable que durante la biotransformación con doroplastos, los 
productos se liberen al medio nutritivo, porque aparentemente en esta planta los 
monoterpenos se sintetizan en ciomplastos y después se transportan a estructuras 
especializadas de almacenamiento. Si esto es asi, los cloroplastos podrían 
inmobiH'larsf y mediante la utilización de extracción in situ; montar un sistema 
semicontinuo de aprovechamiento, que elevaría enormemente la productividad. 

Este sistema puede ser también una valiosa herramienta de investigación. Antes 
de que los doroplastos sean una opción real para la producción comercial de 
monoterpenos tienen que responderse muchas preguntas: cuál es la permeabilidad 
de la membrana interna a precursores metabólicos y productos; cuáles son los 
cofactores necesarios; cuál es el papel de las enzimas presentes en el organelo (las 
ciclasas, la preniltransferasa que sintetiza predominantemente GPP. la 
isopenteniípirofosfato isomerasa y la gera,ü! transferasa) en la regulación del flujo 
metabólico para la sintesis de terpenos; si existe algún sistema transponador de 
terpenos y cómo funciona; cómo influye la diferendadón de plastidios en la 
formación y orientación de enzimas. 
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Los doroplastos son además, en esta planta. la opción más viable para medir 
actividad enzimática y/o aislar enzimas reladonadas con la smtesis de 
monoterpenos. Ha sido posible aislar monoteq¡eno ddasas gradas a la utilizadón de 
preparadones de glándnlas y tricomas, que son rasurados de la superfide de tallos y 
hojas. En Pit¡ueria trinervia, los tricomas glandulares son abundantes sólo en los 
pétalos de la flor, pero en esta planta las flores son muy pequeñas y se encuentran 
fuertemente adheridas a las inflorescendas, por lo que resultan un sistema muy 
difIdl de manipular. 

Una posibilidad muy interesante tanto para la eventual utilizadón de 
doroplastos para biotransformadones a nivel comercial como para realizar estudios 
bioqufmicos de la sintesis de terpenos, seria la transformadón genética de 
doroplastos con genes de enzimas de ddasas para dar una expresión constitutiva de 
las enzimas dentro del organelo. La transformadón de doroplastos es una técnica 
bien estableada y debido a la similitud de las enzimas, existen sondas que penniten 
aislar de forma relativamente sendlla, las ddasas de cualquier planta. La ingenierfa 
de rutas metabólicas se ha hecho con la intendón de obtener plantas transgénicas 
con alta producdón de un metabolito. Los resultados de muchos de estos 
experimentos no han sido tan fonnidables como se esperaba. Un sistema de 
biotransformación que emplee organismos (u organelos) modificados 
genéticamente, daría sin duda rendimientos muy altos porque habría grandes 
concentradones de enzimas y dispom1Jilidad ilimitada de sustratos. 

Los cultivos e1icitados de P. trinervia resultaron ser el mejor sistema de los tres 
empleados en esta investigación. Es muyefidente y fádlmente reprodua1Jle. Se trata 
de un sistema mucho más acabado que el de doroplastos. Puede inducirse con 
homogenizados de ocho especies de hongos deuteromicetes y con sustancias de 
diferente naturaleza qufmica, se conoce la cantidad requerida de elidtor por gramo 
de cultivo, se sabe en qué etapa de crecimiento del cultivo debe inducirse, se conoce 
el tiempo óprimo de biotransformación y la cantidad de sustrato que debe 
adicionarse por matraz; se sabe también que se producen cuatro fitoalexinas, que los 
productos son excretados al medio de cultivo y que las célnlas no pueden 
reutilizarse. El conocimiento básico más importante de este sistema que falta 
determinar, es la naturaleza química y actividad biológica de las tres fitoalexinas 
restantes. 

El reto tecnológico más importante de este sistema para aprovechar cabalmente 
su capacidad catalitica es la obtención de lineas celulares sobreproductoras. Todo lo 
que se sabe del sistema se ha estado trabajando con callos en suspensión más que 
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con cultivos de células disgregadas. En cada ocasión los cultivos se establecen con 
callos induddos de novo. La dificultad de estos cultivos es que tienen una enorme 
heterogeneidad genética, que impide establecer condiciones óptimas. La obtención 
de una línea celular en esta especie es muy difícil porque existe una producción de 
fenoles muy all", las lí.'1eas celulares tienden a oxidarse rápidamente. Pueden 
obtenerse cultivos en suspensión embriogéulcos, de rápido crecimiento fácilmente, 
pero estas lineas celulares no producen terpenos. Hemos conseguido dos veces lineas 
celulares con las características deseadas, son cultivos con tasas muy rápidas de 
crecimiento, sumamente sensibles, que demandan condidones de cultivo muy 
controladas, que no hemos podido satisfacer. 

Hay muchos estudios de biotransfonnación de terpenos, pero prácticamente 
ninguno aprovecha la capacidad catalítica del metabolismo secundario. Los cultivos 
elicitados brindan una excelente oportunidad en este sentido. El cultivo que aquí 
trabajamos ofrece muchas otras capacidades catalíticas: a partir de la inducción con 
elicitores, excreta al medio de cultivo grandes concentraciones de proteínas, la 
actividad de peroxidasas es muy alta y produce también compuestos glicosidados. 
Hasta donde sabemos. esta es la primera vez que se establece un cultivo en 
suspensión, índucible, que produce monoterpenos, por esta razón puede convertirse 
en un modelo adecuado par el estudio del metabolismo de monoterpenos. 
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