: Z UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS 1L
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO jf 7L

PRODUCCION DE MONOTERPENOS POR
BIOTRANSFORMACION DE GERANIL
PIROFOSFATO EN CULTIVOS IN VITRO DE
Pigueria trinervia Cav.

= — ) E

I E S i S
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
DOCTORA EN CIENCIAS (BIOLOGIA)

P R E S E N T A
MARIA ISABEL SAAD VILLEGAS

DIRECTOR DE TESIS: DR. MANUEL JIMENEZ ESTRADA

MEXICO,D.F. e MAYC 2001



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ESTA INVESTIGACION SE REALIZO EN EL
JARDIN BOTANICC DEL INSTITUTO DE
BIOLOGIA, EN EL INSTITUTO DE QUIMICA
Y EN EL INTITUTO DE FISIGLOGIA
CELULAR, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO, BAJO LA
DIRECCION DEL COMITE TUTORIAL
FORMADO POR:

s FL DR. MANUEL JIMENEZ ESTRADA

= FL DR. ABRAHAM RUBLUQ ISLAS

s EL DR. DIEGO GONZAIEZ HALPEN
El. DIRECTOR DE TESIS FUE EL DR
MANUEL JIMENEZ ESTRADA.



AGRADECIMIENTOS

A Teonativh por su ayuda en la elaboradion
de ias figuras.

A Giza por todas las horas que cuidd ¢ mi
bebita.

Al Dr. Abraham Rubluc por tantcs aiios de
consejo Yy ayuda.

Al DR Manuel Jiménez por su apoyc
incondicional, su comprension y Su
amistad.

A la DGAPA de la UNAM por el apoyo dado

para la redlizacidn de esta investigacion.

C-LA L 5



L

#.
HE.

iv.

Wi,

Resumen
Absfract
Abreviaturas
Lista de tabias
Lista de figuras
introduccion
Marco teodrico
El metabolismo cspecial
Terpenos
Moncterpenos
Ciclasas
Monoterpeno ciclasas
Sitios intercelufares de biosintesis
Cloropiasios
L.a oferta bictecnoibgica
Elicitores
a. El process de induccion
b. Los culfivos elicitados
10. Biotransformaciones con células vegetales
a. Especies utttizadas
b. Reacciones efeciuadas
¢. Biotransformacionas con ferpencs
d. Opfimizacién de los sistemas de biotransformacitn
11. Una planta muy particular: Pigueria trinervia
Objetives
Hipdtesis
fiaterizles y métodos
1. Estrategia desarroilada
2. Cultivos
Material biofdgiceo
Medics de cultivo
Organogénesis
Eficitores fangicoes
Aisiamiento de |as cepas de Fusarium moniliforne
Obtencidn de capas monospéricas
Preparaciones de elicitores
induccion de calio
Cuftivo de caflos en suspension
g. Cultives eficitados de células en suspension

RN GRS

B

=P



VIL

3. Aislamiento del piquerinol
a. Caracterizacion del piquerinol
4. Sintesis de GPP y GPP deuterado
a. Sintesis de geranil pirofosfato
Preparacion del éster pirofosfato
Sintesis del agente fosforilante: bis-
trietilamoniofosfato
Purificacion del GPP
Caracterizacion del GP y GPP
b. Preparacién de GPP deuterado
Obtencién de geranial
Obtencitn de geraniol deuterado
Sintesis de geranil pirofosfato detterado
5. Biotransformacion
a. Experimentos de biotransformacion
b. Aislamiento de cloroplastos
c. Experimentos de biotransformacién con cloroplastos
d. Andélisis cuantitativo y cualitativo de piquerof y
piquerinol
Muestras auténticas
Analisis cualitative
Andlisis cuanfitativo
€. Cuantificacion de clorofila
f. Cuanfificacion de proteinas
6. Ensayos enzimaticos
Resultados y discusion
1. Cultivos
a. Organogénesis
b. Cultive de células en suspensién
¢. Cultives elicitados de células en suspension
2. Aislamiento y caracterizacion del piquerinol
3. Sintesis de geranil pirofosfato
a. Marcaje del GPF con deuterio
b. Adicién del pircfosfato
4. Biotransformacion
a. Niveles bisicos de sinfesis
b. Biotransfermacion de GPP por cultivos en
suspensién
¢. Biofransformacion de GPP por cultives elficitados
d. Experimentos de biotransformacion con
cloroplastos
e. Los sistemas probados
5. Actividad enzimitica
a. Bisqueda de fricomas en los diferentes estadios de
crecimiento de P. trinervia
b. Pruebas de actividad enzimética

97
101

106
110
114

115
116




YHL

3.8
A
XL

’ quuennoi

Conclusiones
Consideracionss finales
Bibliografia
Apéndice 1: Especires de RMN y masas
Geraniol

H RMN
Geranial

H' RMN
Geraniol deuterade

H' RMN

Especirometria de masas
Geranit monofosfato (GF)

| H'RMN

C" RN
Geranil pirofosfato {GPE)

H' RidN

CRRMN .

H' RMN.

C® RMN
Infranojo

Especiro de mases
Cosy 14

B8QG

Hetcor

Actuvndad enznmatica -

. Espectro ‘de masas dél piquers] - - -

Especiro de masas extracto F!ores test:gos
Especiro demasas exﬂacto Flores, tratadas .
Espectro de masas exiracto hojas de brotes, testrgos
-Espieciro de masas extracic hiojas de biotes, iratadas
Espectro de masas extraclo hojas, testigos

" Espectro de masas éxtracto hojas, tratadas
Espectro de masas extracto cultives elicitadss tesligos

' Espectro'de masas extracto culfivos elicitadas, tratados

188

163




Resurnem Bsalbel Sand

.- Resumen

% igueria trinervia Cav, es una planta silvesire que representa un sistema
ideal para la biotransformacién de precursores de mmonoterpenos
¢ porgue sintetiza estos compuestos en dos metabolones. Un canal
raetabélico es constitutivo ¥ se expresa tanto en plantas completas como en cultivo
de tejidos; mientras que el otro se induce con elicitores, en sistemas de cultive en
suspensién de la planta. En el primer sistera el monoterpeno més abundanie es el
piguerol, sustancia interesante por su efecto alelopérico, molusquicida, acaricida y
sobre protozoarios; mientras en ei segundo, ¢l compuesto més notable es el
piquerinol, una fitoalexina, que presenta actividad fungicida vy antibidtica. Con el
objetoc de sobreproducir los dos monoterpencs més abundantes en cada uno de los
metabolones, se efectuaron ensayos de biotransformaci6n de geranil pirofesfato
{GFP), con cultivos de células en suspensifn, cultives inducides con elicitores y
cloroplasios de P. frinervia. Se estableci6 cuitivo en suspensién en medio-MS
{Murashige y Skoog, 1962), adicionado con ANA {1 mg/l} y BAP (1 mgA), usando
entrenudos como cxplantes. Se formdé un cultive semi-disgregado, formado por
pegueiios callos esféricos con niicleos verdes, que acumula piquerol A {entre 1.7 y
2.1 x10 mg/g, peso seco}, durante la fase de crecimiento exponencial. Hasta donde
sabemos, este ¢s el primer sistema que produce monoterpenos en cultivos de células
en suspensién de angiospermas. Se desarrollé un protocolo para produciy in vitro,
plantas completas por organogénesis somética. Se optimizé la técnica de aislamiento
v se hizo la caracterizacién quimica del piquerinol {2-metilen-7,7-dimetil biciclio
[3.3,1] heptano -4,6-dicl}, ¢l monoterpeno més abundante en los cultivos elicitados.
Se estandarizé el procese de sfniesis quimica de GPFP y GPP marcado con deuterio,
mediante la optimizacién de ocho pasocs secuenciados: sintesis de difxidc de
manganeso (MnQ,), oxidacién de geraniol, purificacidn de geranial, reduccién de
geranial, purificacién de geraniol, sintesis de bis-trietilamoniofosfato, fosforilacién
del geraniol y purificacién del GPP. En los experimentos de biotransformacién con
cuitivos de oflulas en suspensién, se obtuvieron las mayores concentraciones de
piquerocl {0.41 mg/g de bigmasa seca}, a las 48 horas de tratamienito, adicionando 30
mg de GPP por matraz. En los cultivos elicitades, la mayor tasa de transformacién
se obtuvo a las 48 horas de reaccién, empleando 2C mg de GPP por matraz. Con estas
condicicnes se obtuvieron 38.0 mg/g de biomasa seca {183.2 mg/g de protefna) de
piquerinol, gue representa una sobreproduccién de 6.4 veces, en relacién con los
testigos y una eficiencia de transformacién del 90%. Se estandarizé la técnica de
aislamiento de cdloroplastos funcionales de hojas de P. trinervia. En todos los ensayos
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de biotransformacién con cloroplastos se obtuviercn piquerol y piquerinol. La etapa
de crecimiento que proveyé los cloroplastos con mayor capacidad de transformacion
de GPP, para los dos monoterpenos, fue la de floracion. En este sistema se
obtuvieron rendimientos de 37.0 mgfg de protefna, que representa una
sobreproduccién de 341.0 veces, en relacién con los testigos; y 2.9 mg/g de proteina
de piquerinol. Los cloroplastos resultaron el sistema rnés eficiente de bioconversidn
de GPP en piqueroi.
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igueria trinervig Cav. is a wild Mexican plant in the Asteracea family. It
could be &g suitzble system for precursor monoterpenes
biotransformation for several reasons: §t  can  synthesizes
monoterpenes via two metabolic channels, The first route is constitutive and the
moneterpens is expressed in both liquid and solid culrures, while the second route is
inducible and responds to several pathogen and elicitor substances. The most
abundant substance produced in the first system is piquerol A, it is interesting
because, showns the following effects: allelopathic, molusquicide, and agains the
protozoa Trypanosoma c¢ruzi; while in the second system, the most abundant
monoterpene is piguerinol, a phytoalexin, wich showns antifungal and antibiotic
activity. In order to increase producction of the mosi abundant monoterpens in two
metabolic channels, biotransformation of geranil pirofosfat {GPP} experiments
were carried. Experiments with cell suspension cultures, elicited cell suspension
culture and chloroplst of P. #rinervia were carried, Compact, fast-growing greenish
callus was geperated in MS-medium {Murashige & Skoog, 1962}, to which 1 mg 11
of NAA and 1 mgl! of BAP were added, using internodes as explants. This callus
accurnulated piquerol A beginning the sixth week of culture. Using this calli, a
semi-desegregated suspension culture {small spherical calli with greenish areas}
was established, The suspension culture accumulated piguersl A during the
exponential growth stage (1.7 to 2.1 x107% mg/g, dry wi). Its specific rate of growth
was 1.84 g/day/l {(dry wi} and the duplication time was 7 days. To the best of ocur
knowledge, this is the first time that moncterpenes have been obtained from cell
suspension cultures of angiosperms. A protocol io regenerate whole planis by
organogenesys was developed. The structure of most substance produced in elicited
cell suspension culture, the 2-methylene-7,7- dimethyibicyclo ¢3,3,1} heptane- 4,6-
diol, or Piquerincl was determined. The synthesis process of geranil pirofosfat
{GPP} and geranil pirofosfat deutered was standardized. This process consists in
eight reactions: (MnG,) synihesis, geraniol oxidation, geranial purification, geranial

reduction, geraniol purificasion, bis-{irlethylamonic

nonic) fosfate syntesis, geramiol
fosforilation and GPP purification. In biotransformation experiments with
suspension cell cultures, the bigger piquerol concentrations were obteined {041
mg/g dry wt.), after 48 hours of treatrnent, adding 30mg of GPP each flask. Tn
elicited cell suspension culture, the best time of transformation was 48 h, using 20
mg of GPP each flask. In this conditions 38.0 mg/g mg/g (dry wt) (183.2 mg/g

protein} of piquerinol were obtained, this represents a 6.4 times overpreduction,

2
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refated with control groups and 90% transformation efficience. The functional
chloroplasts aisolation tecnic (P. trinervia's leafs) was stablished. In ‘all
biotransformation experiments made with chioroplast, piquerol and piquerinoi,
were obteined. The growing stage tht showns the most activ chioroplasts, to
transform GPP for both monoterpenes was the floration. In this systém 37.0 mg/g
protein, of piquerinol were obtained, wich is 341.0 times bigger to chlbrciﬂafst}no
trated. The chloroplast were the most eficient system to bioconvertion of GPP'in
piquerol.
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i~ introduceidn

I aprovechamiento de la maguinaria enzimatica de cflulas vivas para hacer
modificaciones especificas a sustancias guimicas, o para efectuar pasos
limitantes en la sintesis de compuestos de interés, o8 una de las dreas mds
promisorias de la biotecnologia. Ante la demanda creciente en todos los segmentos
del mercado de productos naturales, cada vez mds industrias incorporan <o la
fabricacién de sus productos uno o varios pasos de sintesis biolégica por cuatro
razones principales: 1) en muchas ocasiones la intrincada y {ascinante arquitectura
de las moléculas bioldgicas, a la cual deben sus propiedades, no puede construirse
con. sintesis quimica, la alternativa en este caso, es la utilizacién de los complejos
enziméticos que naturalmente las producen; 2} el mancie de transformaciones
biolégicas, permite montar procesos més cortos, efidentes y baratos; 3)la cardlisis
enzimdtica trabaja en condiciones {isiolégicas, consume menos energia, no demanda
altas presiones y temperaturas, ni ocupa metales pesados. es por 10 tamo, una
tecnologia de bajo impacto ammbiental; 4) la intervenddn de sistemas biclGgicos, en
el proceso de sintesis, permiie seguir considerando a las sustancias “productos
naturales”, etiqueta que les da ventajas comparativas en el mercado.

Existen muchos procesos industriales que involucran bioconversidn de
compuestos organicos efectuada por <flulas micobianas. Son considerables las
ventajas que ofrecen estos sistemas: existe una gran experiendia con fermentaciones
que utilizan bacterias y levaduras, las células crecen répidamente v tienen mucha
resistendia a los efectos de corte 7, los biorreactores que existen en el mercado han
sido disefiados para ellas y requieren medios de cultivos de bajo costo. Sin embargo
no estén, en los microbios las capacidades cataliticas que m4s nos interesan. Las
plantas, como reflejo de: su naturaleza autotrdfica, su redundancia metabélica, la
presencia de compartimentacién metabdlica que no se encuentra en bacterias o
animales {debida a los plastidios y la vacuola}, su condicidn sésit que complica miés
sus necesidades metabélicas v sus extensas capaddades biosintéticas {Plaxton,
1967}, son la principal fuente de sustancias naturales en la Tierra. Ellas son las
proveedoras més importantes de alimentos terrestres, medicinas, combustibies,
aceites y fibras; representan ademds, un inmenso repertorio de sustancias
bicquimicas. induidos: saborizantes, esencias, fragandas, desecantes, gomas,
pigmentos, quimicos finos, sustandas farmacéuticas ¥ nuevos compuestos Con
actividad biolGgica.

! Dafo que sufren las céhalas por la agitacion mecinics en los reactores
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El desarrolio de las tecnologias de cultivos de tejidos hizo suponer que era
factible la utilizacién de cultivos vegetales en grandes biorreactores para la
produccién de fitoquimicos. Con esta intencién se estudiaron intensamente las
capacidades sintéticas de los cultivos de células de una gran cantidad de plantas,
sélo para encontrar que la sintesis de metabolitos secundarios estd fuerternente

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
quimica puede encontrarse en la interaccién de la quimica sintética con €l cultivo de
tejidos vegetales. Pueden conseguirse grandes rendimientos y productividades muy
altas, si se adiciona a cultivos en suspension, un precursor de los metabolitos
que la planta produce o sustancias extrafias que pueden sufrir
modificaciones especificas.

Durante la tltima década se ha incementado mucho el interés en las
transformaciones de compuestos orgénicos con cultivos de células vegetales. Se han
empleado plantas para llevar a cabo modificaciones de una amplia gama de
sustratos, tanto naturales como sintéticos. Quizd la maquinaria catalftica de los
cultivos vegetales que més se ha empleado es la capaddad 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.

Piqueria trinervia Cav. una planta silvestre empleada en la medicina tradicional
mezicana, puede convertirse en un excelente modelo para el estudio det
metabolismo de monoterpenos y su producddn por biotransformacion, 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 fitopatégenos y a diferentes
sustancias inductoras. Con la intencibn de contribuir en este sentido, aqui
presentamos los gesultados de los experimentos de biotransformacién de geranil
pirofosfato (el intermediario ubicuo de la sintesis de monoterpenos en plantas), por
cultivos de células en suspensién y de doroplastos aislados de Pigueria trinervia, para

la produccién de piquerol y piquerinol, los dos monoterpenos mdés abundantes en
esta planta,
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f. & metebolismo especial

/ avida en su forma mas fntima se drounscaibe al pequefic 4mbito de las
células, ah{ las instrucciones de los genes se comvierten en procesos de
sintesis, transporie vy degradacidn de sustancias. Bn ¢sa compleja red de
reacciones quimicas catalizadas por enzimas, gue llamamos metabolismo, se
fundamentan todos los procesos bioldgicos.

A partir del CO, atrapade en la fotosintesis, so inicia una intrincada trama de
reacciones bioquimicas que llevan a la produccién de las sustandias esenciales para
la vida: azticares, aminoédcidos, lpidos y nudedtidos. Las reacciones implicadas en
los procesos de sintesis de estas sustancias, los sustratos, co-sustratos, co-enzimas y
combustibles {asf come el cédige genérice), son comunes a todos los seres vivos v se
conccen come metabolismo primario. Estas soluciones evolutivas andlogas cn el
disefic bioquimico de una amplia variedad de organismos forman la unidad
fundamental de la vida.

A pesar de su unidad bloquimica bésica, los seres vivos fabrican miles de
sustancias orgénicas particulares, formadas en rutas de sintesis especializadas, que
inician siempre a partir de alguna sustancia del metabolismo primario. A estas
sustancias naturales, producidas sdlo en dertos géneros o especies, es a lo que
hemos dado en Hamar metabolitos secundarios.

La denominacién metabolito secundario tiene connotacion histérica,. Derive de
las primeras explicaciones dadas a la presenda de compuestos sin funcién conocida,
en el mantenimientc de los procesos vitales fundamentales, v por ello, de
importancia secundaria para los individuos que los producian {Beli, 1981},

En los dliimos 30 afios, nuesiva concepcidn del metabolismo secundario ha
cambiado muche, ascendié de poza de desperdicios celulares, hasta regulador de
procesos ecolbgicos complejos, porque comprendimos que el papel de los compuestos
secundarios debe buscarse no en el individuo gue lo produce, sino en las respuestas
bioquimicas que induce en los organismos con los que convive (Croteau, 1987;
Cavalier-Smith, 1992). Ahora sabemos que los metabolismos secundarios son tan
esenciales para la supervivencia como los intermediarios del metabolismo primario.
Cumplen una amplia variedad de funciones: detienen predadores potenciales;

10
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incrementar la habilidad de competencia con otras especies; protegen contra agentes
estresantes del ambiente; atraen polinizadores, dispersores de semillas, simbiontes v
parcjas sexuales; contribuyen al crecimiento y sobrevivencia bajo condiciones sub-
Gptimas (Smirnof 1995); permiten marcar territorio; constituyen sedales de
comunicacién qufmica entre los miembros de una colonia; defensa contra
organismos patégenos (Bell 1981); y son los actores principales de la guerra qufmica
perpetua, librada contra competidores, predadores y pardsitos (Gottlieb, 1990;
Cavalier-Smith 1992). Un nombre més conveniente para ellos podifa ser metabolitos
especiales.

La enorme variedad de productos naturales se debe a procesos azarosos de
cambio y fuerzas selectivas particulares, que difieren en detalle de acuerde con el
organismo y las enzimas presentes. La diversidad es posible porque los seres vivos
han encontrade soluciones quimicas diferentes, para problemas similares (Dayhoff,
1980). Es posible que algunas caracteristicas quimicas reflejen més las necesidades
del pasado, que las presentes, o que estén ahf porque los genes que las codifican, se
encuentran asociados con otras caracteristicas actualmente valiosas para la especie
(Bell, 1980). El inaemento en diversidad en la quimica 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 estruciuras quimicas;

de distribudén restringida (se encuentran s6lo en ciertos géneros o especies);

sintetizadas en rutas metabélicas multipaso, estrechamente relacionadas,

fuertemente reguladas, a través de ramificaciones laterales del metabolismo
primario; :

» existe compartimentacién de enzimas, precursores, intermedjarios y productos
involucrados en su biosintesis y catabolismo;

» la expresion de las enzimas involucradas en su metabolismo se da en células
especializadas y en momentos particulares del desarrollo del individuo que las
produce;

> son sustancias de importancia relativa para las células que las sintetizan y de

gran importancia para el organismo como un todo

YV VVvYyY

Actualmente se conocen cientos de miles de metabolitos secundarios, pero tal vez
existan millones y ¢l ntmere va en aumento, se siguen sintetizando nuevos
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producios porque 1a evolucién v las interaccones bibticas dentro y entire especies
continfian. A pesar de su enorme diversidad, todos los metabolitos secundarios
derivan de alguma de las signientes sustancias del metabolismo primario: «-
amincdcdoes, acetil CoA, ddde imevalémico, intermediarios de la ruta del &cido
shikimico e intermediarios de la poza de la triosa fosfaie (Hebert, 198%; Eisenreich,
& al, 1998), En atend6n a su biosintesis, los compuestos del metabolismo
secundaric pueden dasificarse en {res grupos principales: los fenoles y polifenoles,
ios terpenos y los productos del metabolismo especial del nitrégeno {Plaxton, 19%7).
A continuacién revisaremos uno de estos grandes grupos, el de los terpenos.

2. Terpenos

Los derivados de isopreno son tal vez, el grupo més grande de productos naturales,
se han reportado més de 30,000 terpenos y terpenoides naturales y su nimero sigue
en aumento{Crotean, of 41, 1994). Hay dos criterios para clasificar terpenos, €l
primero atende a la presencia de anillos, asf los terpenos pueden ser cidicos o
abiertos; la segunda los agrupa por el mimero de Atomos de carbono, ios de cnco
son hemiterpencs, los de diez, monoterpenos, son sesquiterpencs los de quince y
diterpenos los de wveinte. La gran mayorfa de los terpenos son  metabolitos
secundarios de plantas, ellas pueden sintetizar {y catabolizar) muchos tipos
diferentes de terpenos, desde sustancias con cdnce carbonos hasta moléculas con
cuarentz {Funk ¢ al., 1992). Un nlmero mucho més pequefio de terpenoses
preducido por hongos.

Los terpenos tienen una amplia variedad de funciones blolbgicas. Por eiemplo, la
vitamina A actfia como fotorreceptor en animales, algunos alcoholes terpénicos
desempefian un papel muy importante en Ja sefializacién celular en vertebrados vy
son elementos croméforos de las bombas de protenes manejadas por luz, en derias
bacterias; el colesterol es un componente esencial de las membranas de células
eucariGticas (Eisenreich ef al, 1998). En los vegetales las funciones gue cumplen
gstas sustancias son muy diversas: son pigmentos fotosiniéticos {carotencides y
clorofilas), hormonas vegetales {ABA v giberelinas), transpottadores de electrones
{ubiguinons v plastiguinona), mediadores en ¢ ensamble de polisacaridos,
componentes estructurales de la membrana y sustancias de comumicacion y defensa
{Colby et al., 1993; Goodwin y Mercer, 1988; McGarvey y Croteau, 1995},

Este tipc de compuestos derivé su nombre de una sustanda colorida, la
irementing, también llamada turpening, palabra gue dio origen a la denominacién
terpeno {Chappell, 1995). En un principio se penséd que los terpenos derivaban de
precursores sencilios tales como el farnesol, el geraniol v el escualenc. En 1953 se
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determiné que merecian ese¢ nombre las sustandas derivadas de unidades isopreno.
Dichas unidades debfan cumplir con una regla, la de unirse de cabeza a cola. Cinco
décadas de investigacién 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 dimetilalil pirofosfato {DMAPP) (Satterwhite ¢f al., 1985). La biosfntesis de
terpenos puede dividirse en varias etapas:

» En la primera ocurre la sfntesis de isopentenil pirofosfato, la isomerizacién a
dimetilalil pirofosfato, condensacién de estas dos unidades C;, catalizada por la
preniltransferasa, para formar geranil pirofosfato (GPP) y la subsecuente 14
adicién de isopentenil pirofosfato para formar farnesil pirofosfato (FFP) y
geranilgeranil pirofosfato (GGPP} (Bohlman ¢t al., 1998)

» En la segunda etapa, intervienen las preniltransferasas, enzimas encargadas de
formar las moléculas basicas para la produccién de monoterpenos,
sesquiterpenos y diterpenos. El preni! difosfato experimenta un rango de
ciclizaciones basada en variaciones de tm mismo mecanismo para producir un
esqueleto parental de cada dase. Entonces, el geranil pirofosfato (GPP) da origen
a monoterpenos (C,,), El farnesil pirofosfato (FPP) a sesquiterpenos {(C;s) v €l
geranil-geranil pirofosfato GGPP a diterpenos(C,,). Los terpenos de més de
veinte dtomos de carbono como los esteroides y carotenoides, se sintetizan por
condensacion de estos intermediarios (Bohlman ef al., 1998; (McGarvey y
Croteau, 1995).

> En la tercera etapa ocurren transformaciones secundarias de estas moléculas
catalizadas por terpeno sintasas (ciclasas); los esqueletos bésicos experimentan
una variedad de transformaciones redox (oxidadones, reducdones,
isomerizaciones, conjugaciones), las. cuales llevan a la formacién de miles de
terpenos diferentes que componen los aceites, turpeninas y resinas de origen
vegetal. La mayoria de las hidroxilaciones o epoxidacdiones involucran a P-450
citocromo oxidasas {Karp et al., 1990; Funk et al., 1994; McGarvey y Croteau,
1995; Neau et al., 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 iniciales indicaron que estos monémeros isopreno son derivados del
mevalonato. Durante cuatro décadas se pensé que todos los terpenos derivaban de
esta ruta biosintética comfin, conocida como ruta del mevalonato. la ruta del
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mevalonato {dilucidada primerc en
células animales y levaduras} estd
dividida en cuatre pasos (Fig. 1 v
Fig. 2). Bl paso inicial involucra la SCoA + HC
fusién de tres moléculas de acetil Aceti-CoA |

CoA, con la intervencién de dos !
enzimas: dos moléculas de acetil
CoA se condensan para formar
acetoacetil CoA v una adicién aldel
de otra molécula de acetl Coh SCoA
produce 3-hidroxi - 3-metiiglutarit Acetoaceti-CoA

CoA, la cual es reducida a &cdo Aceti-Coh
mevaldnico en el paso subsecuente.
El mevalonate es  entonces
fosforilado para formar el 3-fosfo 3-
pirofosfomevalonato v la
subsecuente eliminacién de fosfato
vy CO, rinde €] IPP, €l cual puede ser

convertido en DMAPP por una
Isomerasa. HMG-CoA
NADPH

Desde el descubrimiento de la
ruta del mevalonaic han sido |
publicados muchos estudios de |
biosintesis de una amnplia variedad j
de especies {Croteau ef gl., 1985;
Wheeler v Croteau, 1988; Wheeler
y Croteau, 1990; Pyun e 4l., 1994;
Endo y Suga, 1992). Emn muchos
casos, sin embargo, los datos § !/NADPH
experimentales de la bicsintesis de i
terpenos especificos en plantas y
microorganismos mno puede  ser
explicada fAclmente por la muta del
mevalonate (Norman ef af., 199G).
Especificamente, acetatQ V4
mevalonato no son incorporados

NADP + CoASH

Acido Mevéidico

Fig. I.- Ruta acetato-mevalonato
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Fig. 2.- Biosintesis de isopentenil pirofosfato

eficientemente en los terpenos bajo estudio. El mevalonato puede servir como
precursor de sesquiterpenos, fitoesteroles y carotenoides (Croteau et af., 1972;
Nemethy ef al., 1983), pero mevalonato y acetato son incorporados pobremente en
mono y di-terpencs (Funk et 4l., 1994; Dudley ef al., 1986). Se han propuesto
complejas hipGiesis en un intento por reconciliar estas evidendas con el paradigina
universal de la ruta del mevalonato como origen de todos los terpenos de todos los
organismoes:

» que acctato y mevalonato son translocados pobremente a los sitios subcelulares
de biosintesis;

¥ que ocurre reciclaje rapido de sustratos;

» que se pertwrbd la ruta normal, la cual requiere necesariamente concentraciones
fisiolégicas de sustratos;

> 0 que estos sustratos son degradados por inhibidores enzimaticos potenciales.

La primera pista para comprender el commportamiento de esta ruta biosintética se
encontré cuando se descubri6é que la ruta cldsica del mevalonato para la formacién
de isoprenoides no existe en un buen mtimero de bacterias y en los tilaceides de
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clanobacterias. Mds tarde se descubrié en micoorganismes una nueva ruta para la
biosintesis de isopreno: la ruta de la deoxixilulosa, que involucra la condensacién de
una triosa fosfato con un acetaldehido v un subsiguiente rearreglo del producto
{Eisenreich et al., 1996). Por otra parie hay evidencias de gue esia ruta también se
encuentra en plantas superiores {Heintze ef 4l.,1990). En estudios de incorporacidn
de C glucosa en ginkgolidos de Ginkgo biloba, realizados en la década de los 80. se
determing que la formacién de IPP, 1a unidad fundamental de la biosintesis de
terpenos, ocurren en dos rutas biosintéticas con mecanismos distintos, que se
encuentran casi completamente segregadas entre ¢l citosol y los plastidios. Mientras
las unidades IPP involucradas en la formacién de sitoesterol se forman a partir de
Acido mevalénico por la ruta céasica del acetato, l1a biosintesis de las moléculas de
IPP gue formeardn gingélidos v bicbdlidos, no usa dcidoe mevalSuice, son forimados de
mondmeros de isopreno por la contribucién de fragmentos de la glucosa de tres-
carbonos y dos-carbonos {Neau ef al., 1997). Esto no podia explicarse por la ruta del

mevalonato, en la cual se uiilizan sblo blogues de construccién de tres carbonos {por
ejernplo, acetil CoA).

Estudios posteriores concluyeron gue en la nueva ruta, los isoprencides
derivaban de intermediarios de la poza de la triosa fosfato {Fig. 3}. Se sughid la
condensacién cabeza-cabeza de gliceraldehido 3-fosfate v acetaldehido activado
generads de piuvato por una descarboxilacién tiamina-fosfato-dependicnge.
Mecanismo que ahora es un universalmente aceptado (Eisenreich et al., 1998).

En E. coli y Bacillus subtilis 12 1-deoxixilulosa es catalizada por la enzima piruvaio
deshidrogenasa, la cual usa piruvato v ghiceraldehido como sustratos y requiere
tlamina pirofosfato como cofactor (Eisenreich et 2l., 1998). Bxperimentos in vive
documentan inequivocamente la incorporacién de la I-deoxixilulosa al precursor
isoprenoide por procesos Intramoleculares {Tabla 1}. La 1-deoxixilulosa exdgena
puede estar entrando a la ruta via fosforilacién por una carbohidrato kinasa con
amplio espectro de sustrato. Es posible que la 1-deoxi- D- xilulosa 5 fosfato més que
la 1-deoxixilulosa sea el precursor en la ruta alternativa de biosintesis de terpenos.
La enzima de la 1-deoxi- D- xilulosa 5 fosfato sintasa de menta, ha sido donada y
expresada en E. coli. El gene de 71 kDa contiene un péptido de irdnsito a plastidio.
En base a la secuencia de este gen se ha determinado la presencia de genes
homélogos en varias especies de plantas y microbios {Eisenreich e af., 1998).

Aunqgue los intermediarios entre 1-deoxi- D- xilulosa 5 fosfato v IPF/DMAPP
todavia no han sido caracterizados, la transformacién total debe involuoar un
rearreglo del esqueleto asi como tres pasos de reduccién v al menos un paso de
fosfortlaci6n. Pero no se ha obtenido atin una evidenda formal de gue IPF y DMAPP
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son intermediarios de la ruta de la
deoxixilulosa. No se sabe tampoco si el
producto inicial es IPF o DMAPP
(Eisenreich ef al., 1998}.

Tas dos rutas para la biosintesis de
terpenos, la del mevalonato y la de la
deoxixilulosa funcionan en las plantas
superiores, operan separadas por
compartimentalizacién en dos
maquinarias biosintéticas de terpenos: la
ruta del mevalonato aparentemente se
localiza en el citoplasma, mientras la ruta
de la deoxixilulosa parece que opera en el
plastidio. Hay evidendas de un limjtado
intercambio de metabolitos entre las dos
rutas (Heintze ¢t 41.,1950).

La evolucién de las dos rutas de
tetpenos puede ser evaluada por su
distribucién en diferentes reinos. Las
arquecbacterias aparentermente utilizan
la ruta del mevalonato. En eubacterias,
puede encontrarse o la ruta del
mevalonato o la ruta de la I-
deoxixilulosa fosfato. Las danoficeas
utilizan la ruta de la 1 deoxixilulosa.
Ambas rutas parece que operan en
compartimientos separados en células
vegetales.

Un sélido cuerpo de evidendas
estructurales, bioquimicas y moleculares
apoya la teoria que postula que los
cloroplastos se originaron por endocitosis
y subsiguiente endosimbiosis de
cianobacterias (Gray, 1991). Los genes
gue codifican para las enzimas de la
deoxixilulosa pueden haberse
transportado del endosimbionte
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Fig. 3.- Mecanismo propuesto para la formacion
de la 1-deoxixiiulosa 5- fosfato



primitive al genoma nuclear. Esto implicarfa gue las dos rutas de terpenos
codificadas en el nicleo de las céluias vegetales, tienen un origen doble, las epzimas
ge ia ruta del mevalonato se heredaron del hospedero metanogénico, mientras las
enzimas de la ruta de la deoxixilulosa pudieron derivar de ia bacteria fotosintética

endosimbionte, emparentada con las clanoficeas, que dioc origen a los plastidios
{Eisenreich ef al., 1998}.

Tabla 1.- Terpenos con incorporacién confirmada de I-deoxi- D- xiluwlosa

Terpeno Organismo
Ubiquinona E. coli
Ginkgolidos G. biloba
Diterpenos Salvig miltiorrhiza
Molécula fitol de la Catharanthus roseus
clorofila Lemng gibba

Cyanidium caldarium (alga 1oja)
Scenedeswmus obliguos {alga verde)
Chilamy domonas refnhardtii (alga verde)
Isopreno Popuius nigra
Chelidonisttn majus
Salix viminalis
Fuente; Bisenreich et al., 1996

La acumulacién de terpenos en una planta, g partir de dos rutas biosintéticas que
operant en dos compartimentos celulares requiere de regulacién compleja. Ei
fenémeno de compartimentalizacién metabélica adiciona un nivel extra de control.
La tasa de biosintesis est4 determinada adem4s por: los niveles de actividad y las
propiedades cinéticas de las enzimas de la ruta; el balance entre procesos sintéticos y
catab6licos particulares de cada via; la tasa de produccién del precursor bésico (IPP}
© su reparic en cada compartimienio; y del intercambio de metabolitos comunes
entre las dos rutas {McGarvey y Croteau, 1995; Dixen et al., 1996; Heintze ef af,, 1990;
Gershenron y Croteau, 1990},

Hl flujo de carbono hacia las dos rutas biosintéticas depende en buena medida,
del suministro de IPP, El origen del IPP parece diferir en distintos tejidos v estados
de desarrollo, por esc no es posible adoptar un modelo general de organizadén. No
es claro tampoco cual es €l origen de IPP en los diferentes organelos. Bn contraste,
los sitios subsecuentes de la biosintesis de terpenos son claros. Hay por lo menos tres
compartimentos celulares auidénomos donde la sintesis se efect@ia, el RE en citosol
para sesquiterpenos y triterpenos; el plastidio para monoterpenos, diterpenos,
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tetraterpenos v carotenoides(asi como moléculas prenilo para dorofila y
plastiquinonas); vy mitocondria y/o aparato de golgi, para la biosintesis de
ubiquinona {Mettal et al., 1988 Guo y Wagner, 1995; Sun y Kamiya, 1994;
Yamaguchi et @l., 1996; Reil y Berger, 1997).

Fig. 4.- Sintesis de los principales precursores de terpenos

En la ruta del mevalonato, se ha identificado a la hidroxi-metil-glutaril-CoA
reductasa como enzima regulatoria (Chappell, 1995; Reil y Berger, 1997). En el
punto donde la sintesis de cada tipo de terpeno diverge (Fig. 4), se localizan otras
enzimas regulatorias, las preniltvansferasas. Algunas de estas enzimas pueden
sintetizar los intermediarios de los diferentes grupos de terpenos: geranil pirofosfato
{GPP), farnesil pirofosfato (FPP) vy geranilgeranil pirofosfato {GGPP), sin embargo,
suelen tener mayor afinidad por alguno de los sustratos y dependiendo de ella se
localizan en orgamismos distintos (Gershenzon y Croteau, 1990). Las ciclasas son
también enzimas regulatorias con localizacién especial en las células. Estas enzimas
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estan involucradas en la reguiacién de finjo metabélico porque operan en puntos de
ramificacién metabdlica v catalizan el primer paso que Heva a varias dases de
teIpeEnos.

3. Monoterpenos

Los mnonoterpencs son compuestos de bajo peso molecular formados por diez dtomnos
de carbono {dos unidades isoprenc). Son sustancias celoridas, iipofilicas, volatiles,
responsables del olor caracteristico de muchas plantas. Ellos se han encentrado en
cerca de cincuenta familias de angiospermas y suelen ser los comstituyentes
principales de los aceites y resinas de las gimnospermas {Gershenzon y Croteau,
1990). Al igual que otros metabolitos secundarios que se excretan, cumplen roles
ecoldgicos: atraen polinizadores, son agentes alelopéticos o sustanclas de defensa
contra predadores y parédsitos (Colby er al.. 1993; Chappell, 1995; Gershenzon y
Croteau, 1990; Goodwin y Mercer, 1988 ). La gran mayoria de los monoterpenos
naturales de plantas son compuestos ddicos basados en un anillo ciclohexzancide,
sintetizado por monoterpenc ciclasas {(Colby e al, 1993; Croteau, 1987). Hay
también monoterpenos aciclicos como el mirceno y el linalool.

La importancia econémica de los monoterpencs es muy grande, son oy
apreciados en lz industria de los saborizantes y aromas {Borg-Karlson ¢f ai.,, 1994).
Sus usos comerciales también comprenden las dreas farmacéutica y agroquimica

{McGarvey v Crotean, 1995},

A pesar de su importancia bicl6gica y comercial es poco Io que se conoce sabre el
metabolismo de los monoterpenos. Han sido varias las causas de esta situacién:
procesos  de  regulacidno  espadiales y  temporales muy complejos, bajas
concentraciones de las dclasas en extractos de hojas completas, presencia de otras
enzimas que compiten por actividad, como las fosfohidrolasas derivadas del meséfilo
de las hojas v falta de disponibilidad hasta hace poco tiempo, de sustratos
radiomarcados. Afortunadamente esta situacién ha empezado a revertir y se cuenta
ya ¢on varics sisiemas adecuados para estudios bioquimicos {Chappell, 1995;
McGarvey v Croteau, 1993), gracias a los avances en la extraccdn de gléndulas
epidérmicas, a las técnicas cromatograficas de afinidad, al desarrollo de méodos

radioquimicos muy sensibles v al emplec de inmunologia y biologia molecular
{Croteau, 1987},

El control de la biosintesis de monoterpenos es miltiple, comprende regulacién
temporal, espacial y ambiental. Los niveles de acumuiacién de los monoterpenos
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sufren cambios drasticos durante el crecimiento. Aparecen en estructuras secretorias
en ciertos rganos de la planta como hojas y flores, en momentos particulares del
desarrollo del vegetal - casi siempre en la fase juvenil - y bajo estimulos especiales
como estrés hidrico. La sintesis de monoterpenos esta regulada también por luz y
concentracién de CO, {(Lewinschn ef al., 1993; Gleizes ¢f al., 1980; Chappell, 1995;
Gershenzon y Croteau, 1990; McGarvey y Croteau, 1995; Loreto ¢f al., 1996).

1a regulacidén espacial comprende limites histolégicos, celulares y subcelulares.
(Savage et al, 1996). Dada su caracteristica hidrofébica, los monoterpenos son
generalmente acumulados en estructuras secretorias complejas, tales como ductos,
cavidades de resina o tricomas glandulares (Gershenzon ef al., 1989; Xarp et al., 1990;
Hallahan ef 2l., 1998; Croteau, 1987). La complejidad y estructura de los ductos,
cavidades, glindulas y tricomas determina, en alguna medida el nivel de la
produccién. La biosintesis 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 maduracién a los dispersores de semillas, capas
epidermales aéreas para los compuestos voldtiles, tejidos epidermales o partes de la
planta importantes para la reproduccién y la supervivencia para compuestos de
defensa; etcétera (Wink, 1997). Las células involucradas en la sintesis tienen
reticulos endoplasméticos bien desarrollados y poseen abundanca 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 sintesis de los
monoterpenos {McGarvey y Croteau, 1995). La conversién metabdlica y el flujo de
la misma se regulan en el organclo por las enzimas presentes (ciclasas y una
prenilirasnferasa que sintetiza predomipantemente GPP, isopentenil pirofosfato
{IPP) isomerasa v la geranil transferasa) (Feron ef al., 1990; Dudley et al., 1986); por
la permeabilidad de la membrana intracelular a precursores, intermediarios y
productos; y por la disponibilidad de cofactores.

A nivel enzimético la regulacién induye tanto cambios en la cantidad absoluta
de enzimas, resultado de variacién en la tasa de sintesis y degradacion, controlados a
nivel transcripcdional, como cambios en la capacidad catalitica relacionados con

modificadén  alostérica o covalente, regulados a mnivel post-transcripdonal
{Gershenzon y Croteau, 1990).
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4., Giclesas

La mayoria de los terpenos son ciclicos v contienen sistemas maitiples de anillos,
Cltya estructura bésica es determinada por enzimas altamente especificas llamadas
terpeno sintasas o ciclasas {Bohlman ef 4/, 1998). Estas enzimas han recibido
considerable atencién porque las reaccdones gue catalizan determinan en gran
medida las caraciteristicas bésicas del terpenc final; por su posible impertancia
regulatoria como punto de ramificacidn en el metabolismo de isoprenoides (Alonso
et al.. 1992) y por su catdlisis inusual, con multiples pasos de reacciones
secuenciadas que involucran isomerizacién, ciclizacién vy desprotonacién de
intermediarios carbocatiénicos {Gershenzon y Croteau, 1990).

Las sesquiterpenc dclasas de citosocl y las monoterpeno, sesguiterpenc y
diterpeno ddasas de cloroplasto son muy parecidas. La noteble semejanza de
caracterfsticas de enzimas responsables de generar compuestos parentales de varios
tipos, estd relacicnada con el hecho de que estas enzimas tiemen mecanismos de
accién andlogos que involucran pasos comunes {Chen e al., 1995). Esta semejaniza
de funciones es reflejo de la similitud de la estructura primaria {Fig. 5) de todas las
terpeno cidasas del origen vegetal (Tabla 2} {Straks ef 4l., 1997). En cambic hay muy
poca similitud entre las cicdlasas fingicas y las vegetales {Badk y Chappell, 1995).

Tabla 2.- Comparacién de secuencias parciales de aminoeécidoes de
§-cadineno sintasa de algodén v otras ciclasas de plantas

Plania Amincdcidos Identidad Similitud
No. Secuendia {%) (%)
Mentha spicata 179 ° FKNEEGEFK ~ &7 . 100
Gossypiune hirsutum FKDEQGNFK .- aee
Nicofiand tabacin 128  FQDENGKFK 67 67
Hyoscyamus muficus 128 FQDANGKEK 56 56
Ricinus communis 183 FKDSDGKFK 67 78
Mentha spicaia 310 KILPF 75 160
Gossypiumm hirsutum KLFY
Nicotiana fabacum 259 TLPY 73 75
Hyoscyamus viuticus 258 TLPY 75 75
Ricinus conmmiis 313 DIPY 50 75
Mentha spicata - 575 NGDGHGT 43 37
Gossypium hirsufumnt EGDGYTY ---
Nicotiana tabacum 523 NLDGYTH 57 71
Hyoscyarsius sruticus 522 NQDGYTH 57 71
Ricinus communis 578 YGDGYID 71 71

Fuente: Davis ¢t al., 1996
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| abletadieno sintasa Cup Ables grandis
_I'::-AG‘I.% Ables grandis
taxadieno sintasa Co Toxus brevifolla
tAG3.18 (-)-pineno sintasa Cio Ables grandls Tosd
tAG2.2 mirceno sintasa Cio Ables grandis
AG10 (-)-imoneno sintasa Cyo Ables grandis
m LAG4.30 ?-5elineno sintasa Cis Ables grands
_:Aﬁiﬂgngmgm_ﬂmgm Cis____Ables grandls
L(-}-limoneno sintasa Cu Mentha splcata Tosb
—:—__.h)-lfmoneno sintasa Cin Perliia frutescens
velisplradieno sintasa Cis Hyoscyamus muticos
vetispiradieno sintasa Cis Hyoscyamus muticos
o velisplradieno sintasa Cis Hyoscyamus muticos
5-epl-aristolocheno sintasa Cis Nicotlana tabacum Tpsa
{(+)-8-cadineno sintasa Cis Gossyplum arboreum
" _I—l: (+)-8-cadineno sintasa Cis Gossyplum arboreum
- | cadB gene (GenBank X95323) Cy, Gossyplum arboreum
(+})-8-cadineno sintasa Cis Gossyplum arboreum
casbeno sintasa Cao Ricinus communis
kaureno sintasa A Cao Arabidopsis thallana Tosc
kaureno sintasa A Cy Zea mays
kaureno sintasa B Cyp Cucurbita maxima Tpse
Linclool sintasa C Clarkia brewer! Tpsf

| Fig.5.- Comparacidn de secuencias de terpeno sintasas vegetales
Fuente: Bohlmann ef al., 1997.
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Numerosas terpenc ddasas de plantas -tanio de angiospermas como de
gimnospermas- y de microorganismos han sido parciaimente o completamente
purificadas y caracterizadas (Wildung v Croteau, 19%6; Wise ef 4f., 1998}. Estos
estudios incluyen evaluacién de los mecanismos de reaccidn propuestos, eficada de
sustratos andlogos, empleo de inhibidores suicidas' v €l uso de agentes guimicos
modificadores, para identificar los aminoécidos esenciales para la catélisis {Back y
Chappell, 1995}, Mis de 30 terpenoc sintasas de plantas han sido clonadas, muchas
de las cuales codifican enzimas del metabolismo secundario. {Dudicy ef gl. 198¢;
Mau y West, 1994; Davis ef al., 1996; Vogel ¢t al., 1996; Chen efal., 1993).

La secuendia de Aa de estas enzimas permite la subdivisién de los Tps® genes en
seis subfamilias (Fig. 6}, designadas Tpsa hasta Tpsf. Cada subfamnilia tiene un
minimo de 40% de identidad entre sus miembros. La similitud en las secuencias de
aminocdcides de las ciclasas de diferente tipo proporcionan bases experimentales de
ia propuesta de un ancestro comin de estos genes vegetales {Mau y West, 1994;
Savage et al., 1994; Chen et al, 1995). La comparacién de los genes de terpeno
sintasas de diferentes grupos, reveld una estructura general glebal con sels intrones®
posicionalmente conservados. Este patrén de conservadién ha guiado cxperimentos
donde pueden ser intercambiados dominios de exones® entre diferentes sintasas
{epi-aristolochene y vetispiradieno) para producir proteinas quiméricas funcidnales,
algunas de las cuales producen mezclas de los productos enziméticos originales.

La comparacidn de secuencias de los genes de sintasas puede permitir aislar
nuevas secucncias dentro de las seis subdivisiones de la familia de genes vegetales
de las terpenc sintasas {Tps). Hasta el momento se ha determinado la estructura
tridimensional de una sola ciclasa {Siraks , 1997). La estructura cristalina de la epi-
aristolochene sintasa revela una protefna compuesta completamente por o-hélices
conectadas por rizos y vueltas cortos, que forman un sitio active o-barril de dos
capas. Lz enzima esitd compuesta de dos distintos dominios estructurales. Un
dominio sitio C-terminal active v un dominio N-terminal, cuya estructura recuerda

el matadan  ams T e ot

LYy Yo L B - -
el nGdeo catalitico de las glicosil-hidrolasas.

! Inhibidores que se unen a 1z enzima y ya 0o se separan de ella.

* Abreviaturas de los genies que codifican para las terpeno sintasas.

* En los eucariontes, secuendcia de DNA que forman parte de un gen, se transcriben, pero no forman
parte del RNA mensajero porgue son cortadas de lz molécula antes de que salga del ovidles.

* En los cromosomas eucariénticos, porciones de ADN que forman parte de un gene que codifican

Tmrre vy Ea—

parg una yl.OteEﬂ&
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80 8-cadineno sintasa, G, hirsulum
100 3-cadineno sintasa, G. arboreum
100 8-cadineno sintasa. G, arboreunt

P—-‘
0 I TpSﬂ 19-0 ¢ad gens, G, arboreum
o7 S-cadineny sintasa, G, arboveurm
gammacrena C sintasa, L. esculentum
79 100 F vetiapliddieno sintasa, H, muticus
100 k S-epi-aristocheno sintasa. N, labacum
bano siniasa, R, o
100 E-pfamaseno sintasa, M. piporila
100 {+}-bomni difosiato sintass, 5. oMcinalia
100 Tp sb L {+}-sabinenc sintasm, S.oMcinalis
85 1,8-cinaclo sintasa, S. ofMcinalis
m— 100 {-)-¥moneno sintasa, P hutescens
58 ———-—I 100 (-
(=) sntana, M.
r- Tde e {-)-imonenc sintasa, M. spicata
38 51 8g22 abletadeno sinfasa, A grendia
taxadieng sintass, T brevifols
ag1 E-u-bisaboleno sintasa, A. grandis
100 T ag4 S-ealineno sintasa, A grandss
L ag5 y-humulenc sinlass, A. grandls
99 8g3 (-}-pinena eintasa, A grondis
70 41|-I 1 836 {-}-canfana sintasa, A. grandis
99 terpinciend sintasa, A. grandis
100 100 r aga (-)-- fetandreno sintasa, A. grandis
I_ 92 mi aintasa, A. grendis
57 100 - ag10 ()l ainlasa, A grandis
TPSf  Lenmratermessinisse 8911 {-)-imanenc sintasa, A grandis

Hnsial sintasa, C. brower
sintasa B, C. maxime

r 100 1Pse

(-}-copail difosfato sintase, Z. mays

2 o

(-}-copalil difosfato sintasa, A. thatiana

Tpse

Fig. 6.- Arbol filogenético de terpeno sintasas vegetales.

Fuente: Bohlmann ¢t al., 1998

{-)-copalil difosfato sintesa, A sativum

La linea de escala significa 1% de divergencia de secuencias
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3. HMonoterpeno ciclasas

Se conocen cerca de 1000 monocterpenos y se estima que son sintetizados por
alrededor de 50 dclasas {Croteau, 1987; Bohlman ¢f al., 1998). Cada sintasa cataliza
una reaccién quimica distinta; sin embargo, las reacciones ocurren por un
mecanismo catiénico de ciclizacién simitar (Chen ef al., 1995). Muchos dtomos de
carbono del sustrato experimentan alteraciones en sus uniones, ocurren tarmbién

adicicnes internas y rearreglos, hibridizaciones vy cambios de configuracion {Colby ¢
al., 1993},

En las dos dltimas décadas se han hecho estudios extensos para establecer los
detalles bésicos de la ciclizacién, gue han Hevado a la formulacién de un mecanismo
general v una hipdtesis esterecquimica para la formacién de los principaies
prototipos de esta clase de compuestos, a partir de GPP (Fig. 7a v 7b): puesto que el
GPP no puede ser cidado directamente por la doble uniénm trans C2-C3, €l
mecanismo de reacddn necesarlamente involucra, tanto isomerizacién como
ciclizacién (Croteau ef 2l. 1994). El GPP se ioniza con 12 asistencia de un metal iénico
divalente. La iotizadén inicial y rearreglo suprafacial de la molécula leva a la
formacién de un isémero alflico terciario o {-}- (3R} o {+)-(38)- linalil difosfato

(T_PP} {2} ﬂPanrﬁmdQ Aa Ia sozima noﬁi@ﬂai-_ Fl alilcaio A:anf-'ae-n ovngrey 8

a aa
....... LR Lo 1 M w4 ¥ o tat i RALARIDL

to yesuitanie se
rearregla para forrnar el isomero terciario alflico unido a enzima, 3R- o 38 linalil
difosfato (LDP}. Después de la rotacidén del conférmero disoide, el LDP se ioniza y
cicliza en Iz forma anti-cndo al correspondiente 4R o 45 a-terpenil catién (3). El
ultimo intermediaric puede ser entonces iransformade a cuaiquiera de los
monoterpenos monociclicos o bicdicos por la combinacién apropiada de ciclizacién
electroficlica y/o rearreglo seguido por un cambio de carga positiva por
desprotonacin ¢ captura de un nuclebfilo externo como agua ¢ el in pirofosfato
original (Arigoni ef «¢l, 1993). La combinacién particular de ddizaciones
electrofilicas internas y rearreglos antes de la terminacién hacen a cada ciclasa
Uimica. Transformaciones subsecuentes de um esqueleto bésico, gue imvolucra
oxidaciones, reducciones, hidrataciones, conjugaciones e isomerizaciones, dan por
resultado gran nfimern de derivados. Se han realivado muchos esindios de
nidroxilacién de monoterpenos, esias reacciomes son catalizadas por sistomas
ctoctomo P-450, que uiilizan oxigeno molecular y NADH {Croteau, 1991},

Como las monoterpenc sintasas se encuentran en bajos niveles en las plantas y
se localizan exclusivamente en plastidios de 6rganos especializados {(McGeady v
Croteau, 1995; Colby ef al. 1993}, no son féciles de purificar. Por eso la gran mayoria
de las rutas biosintéticas de los monoterpenos ciclicos permanecen desconocidas
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Fuente: Arigoni et al., 1993

Fig. 7a.- Mecanismo de ciclizacién de monoterpencs
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{Croteau y Karp, 1976). La purificacién de proteinas de monoterpeno ciclasas de la
misma especie se ha visto limitada por la similitud de sus caracteristicas fisicas. Una
alternativa recientemente usada, que ha resultado muy exitosa es el empleo de la
estrategia PCR, basada en homologia, que fue desarrollada por la comparacion de
secuencias de Aa a partir del DNAc que codifica para una monoterpeno sintasa, una
sesquiterpeno sintasa y una diterpeno sintasa de especies de angiospermas
evolutivamente distantes. Asf se localizan secuendcias de regiones conservadas para
disefiar con ellas cebadores para PCR?, los cuales se amplifican y se hibridizan con
mMRNA (Wise ¢t al., 1998).

Varias monoterpeno sintasas de angiospermas, gimnospermas y briofitas han
sido purificadas y caracterizadas {Tabla 3): y-terpineno sintasa de Thymus vitlgaris
{Alonso y Croteau, 1991); 1,8-cineolo sintasa, (+)- sabineno sintasa y (+)-bornil
difosfato sintasa, de Salvia officinalis (Croteau ef al. 1994; Wise ef al., 1998); 4-S
limoneno sintasa, de Mentha piperita v Mentha spicata (Alonso et al., 1992; Croteau,
1991); mirceno sintasa, limoneno sintasa y pineno sintasa de Abies grandis
{Bohlmann ¢t gi., 1997; Gijzen et al., 1992; Gijzen et al. 1991 Alonso y Cruteau 1991).

Todas las monoterpeno ciclasas estudiadas presentan propiedades simiiares: En
general tienen un peso molecular nativo entre 50 y 100 kDa, entre 600 y 650
aminoédcidos (Aa) de largo (Davis et al., 1996; Alonso ef al., 1992; Colby et al., 1998),
que incluye un péptido N-terminal de transito a cloroplasto {que no es requerido
para la actividad catalitica), con un alto contenido de serina y treonina y un bajo
ntimero de residues acidos; son mondmeros u homodimeros, requieren un idn
metélico divalente (generalmente Mg® ¢ Mn?), tienen un valor de punto isoeléctrico
cercano a4 5.0 y un pH 6ptimo a una unidad de la neutralidad. Las monoterpeno
ciclasas son operacionalmente solubles, aunque in vive estdn asociadas a plastidios.
Las sintasas de gimnospermas se distinguen de las de angiospermas por el
requerimiento de iones monovalentes (K* preferentemente)la preferencia de Mn’ o
Fe? sobre el Mg® como cofactor y un valor de pH éptimo alto (Bohlman ez al., 1998).
Una caracteristica inusual de las monoterpeno ciclasas es que muchas de ellas
sintetizan varios productos (Vogel et al., 1996).

® Polimerasa de reaccién en cadena
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Tabla 3.- Monoterpeno sintasas que han sido caracterizadas

Especie Caracterisiicas de la Particularidades Referencia
enzima
Fientha piperita  4-8 Hmoneno sintasa - Aislada de células de Alomsoefal,
Mentha spicata proteina soluble iricomas glandulares 1992
p.m. 56 kDa - Laenzimaes idéntica Croteay, 1991
Mo tnico cofactor en las dos plantas
monomérica
Sulvia officinalis  {+}- sabineno sintasa - Clonacitn, Wise et al., 1998
- monémero caracterizacién y
1,8-cineolo sintasa expresion funciénal de
-  mendmers las ciclasas .
{+}-bornil difosfato - secuencias de péptidos
sintasa de trénsito a
- homodimerc cloroplasto
Pinus comforte p.m. 67 kDa - Datosdelamezclade Savageetal,
Requiere Mn? monoterpeno ciclasas 1994
pI 4,753 dela esp@d@
pH 7.8
Abies grandis Mirceno sintasa - ¢DNAcdonasenE. coli Bohlmann et 2l
- 725kDa - M4s parecidas a oiras 1997
iimoneno sintasa cddasasde laplanta  Gijzenefal., 1992
- 7353kba con diferentes - Gijzen ¢t al., 1991
Pineno sintasa esqueletos que a otras .
- 7L3kDa ciclasas de- R
monotexpenos de
angiospermas
Thyrnus vulgaris y-terpinene sintasa - Purificacién y Alonso ¥
55 kDa caracterizacién Croteau, 1991
pi4.35 - Actividad inhibida por
pH6.8 cisteina e histidina
Mn,

§. Sftios intercelulares de biosintesis

El meiabolismoe secundaric de terpenos esta organizado en compartimentos
metabdiicos en organelos con membrana, a través de jos cuales los intermediarios
metabdlicos pueden ser canalizados sin necesidad de equilibrar con el arsenal libre
del citoplasma (Dixon e 4l, 1996}. Esta forma de organizad6n es un medio
independiente de regulacién del flujo de carbén a través de esta ruta biosintética.
Las ventajas de esta forma de regulacién son muchas: se concentran enzimas y se
canalizan precursores, intermediarios y productos al sitio de la actividad metabdlica;
la proximidad de las enzimas v la alia concentracion local de sustratos favorecen la
sransformacién  répida de intermediarios; se forman barreras que impiden
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retroalimentacién negativa; se protegen intermediarios labiles; se proporciona un
ambiente favorable para diertas reacciones; hay transporte directo de precursores €
intermediarios; pueden acumularse grandes cantidades de sustandas téxicas, sin
poner en peligro a la célula; las rutas relacionadas pueden interactuar de forma mas
préxima y se facilita la transformacdén y degradacion de sustancias y la liberacion de
productos. En algunos casos, la secuenda de reacciones que comprende una rnita
metahélica puede estar localizada en més de un organelo, en estos casos, los
organelos implicados suelen estar asodados cercanamente para faciliter la
transferendcia de intermediarios comunes (Emes y Dennis, 1997).

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

7. Cloroplasto

En los tejidos de las plantas existe una amplia variedad de plastidios con distintas
funciones metabélicas y capacidades. Aungue todos tienen el mismo genoma y
comparten un progenitor comin, los distintos plastidios tienen propiedades
moleculares y bioquimicas diferentes. han adquirido funciones espediales como la
biosintesis y almacenamiento de almidén (amiloplastos) carotenoides
{cromoplastos) o lipidos (leucoplastos) (Gray, 1991). Flastidios especializados se
localizan usualmente en tejidos u 6rganos especificos, que se diferendan de acuerdo
con las necesidades del tejido, por e¢jemplo amiloplastos en tubéraulos o
cromoplastos en capas epidermales de frutas y pétatos (Mullet, 1997).

Todos los plastidios tienen un origen comin. Los proplastidios, son heredados por
via materna por el digoto {Mullet, 1997). Estos organelos no fotosintéticos de 1-2 pm
de diimetro, presentes en bajo niimero en las células meristeméticas, tienen una
pequefia estructura interna aparte de unos cuantos sacos gue ocasionalmente tienen
continuidad con la membrana interna de la envoltura. Durante la diferenciacién de
la rafz, los proplastidios se desarrollan para formar amiloplastos, los cuales son
plastidios de almacenamiento que contienen grandes cantidades de gramos de
almidén. Durante la diferendacién de las hojas en presendia de luz, se convierten en
cloroplastos, que acumulan dorofila en su interior y son el sitio donde ocurre la
fotosintesis. En ansencia de Iuz los proplastidios de hoja se convierten en etioplastos
que contiener una estructura de aspecto cristalino lamada cuerpo prolamelar. Los
etioplastos pueden transformarse en doroplastos en presencdia de luz. Los
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cromoplastos pueden desarrollarse de proplastidios o cloroplasics durante la
floracién, maduracidn del fruto o senescencia. (Joyard ef gl., 1992).

Los plastidios tienen en comin una doble membrana {interna y externa)
llamada envoltura y un espacio formado por una matriz acuosa Hamada estroma, los
doroplastos contienen ademds un sistema de membranas internas Hamadas
tilacoides, que se encuentran en ¢l estroma {Fig. 8). En los tlacoides de los
doroplastes se encueniran cuatre complejos fotosintéiicos: Foiosisterna T,
Fotosistema I, complejo de dtocromos b-f y ATP sintasa {Mullet, 1997).

¥embrana etema
de la envaltura

Eopacho

ermenaTanan

Fig. &.- Hsquema de la estructura del cloroplasto y el origen biogenéiice de las
proteinas de! organelo
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1a alta capacidad metabdlica del cloroplasto, es l6gica, puesto que estos
organelos son la fuente primaria de energfa y de fijacién de carbono, y ambos
elementos son requeridos para la actividad biosintética. Las principales actividades
sintéticas presentes en los cloroplastos son: sintesis de &cidos grasos, asimilacién de
nitrito en giutamato, la biosintesis de algunos aminodcidos y pigmentos
{carotenoides y xantofilas) y terpenos (Kirk y Tilney-Bassett, 1978; Emes y Dennis,
1997; Fischer ef al., 1997).

Los plastidios aislados de plantas superiores no duplican ni sobreviven por un
corto periodo de tiempo in vitro, porque la biogénesis y ¢l desarrollo de estos
organelos requiere un ensamble orquestado de protefnas, lipidos, azficares y
cofactores (Nickelsen et al., 1992). Esios componentes derivados de varias rutas
biosintéticas demandan Ia participacién de dos sistemas genéticos, el del organelo y
el nacleo. Los procesos metabdlicos que ocurren en plastidios dependen en buena
medida del suministro de proteinas, péptidos y precursores metabélicos canalizados
desde el citoplasma (Emes y Dennis, 1997). La interdependencia del plastdio y la
célula es relativamente especifica. Entre el 80 y el 85% de los cientos de proteinas
encontradas en plastidios son codificadas en ¢l genoma nuclear, traducidas en el

citoplasma e importadas post-transcripcionalmente al organelo {Cline y Henry 1996;
Emes y Dennis, 1997).

El genoma del doroplasto es mas pequefio que el de la mitocondria { 208-2400
kpb), pero codifica para més genes y puede producir un rango mucho més amplio de
productos, incluidos tanto los elementos de la maquinaria para la sintesis de
proteinas, como los componentes enzimdticos necesarios para €l transporic
fotosintético de electrones y la fijacién del CO, (Crawford, 1990; Palmer, 1991;

Nickelsen, 1992). En el genoma del cloroplasto se encuentran genes de tres
categorias:

» Genes para decodificar el genoma, RNAr, RNAt, subunidades a v f§ de la RNA
polimerasa, proteinas ribosormales y proteinas para iniciar la traduccién

> Proteinas involuaadas en la fotosintesis, la subunidad mayor de rubisco y
algunas subunidades de proteinas del iransporte de electrones (FI, FIL
complejo ctocromo, ATP sintasa)

» Secuendas del complejo NADH oxidoreductasa, una proteasa, genes de la
sintesis de clorofila y alrededor de 30 genes de funcién desconocida.

Por la capacidad limitada del genoma del plastidio, la mayocria de las proteinas
del doroplasto estdn codificadas por genes nucleares, se sintetizan en el citoplasmna
como precursores y son transportadas al doroplasto via un proceso post-
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traduccional, que involucra la presencia de péptidos de transito localizados en la
parte final de las proteinas que se transportan {Stitt, 1997; Hendriks y Fuller, 1994).
Los genes nudleares que codifican las proteinas de los plastidios son eucari6iicos en
organizacion v estdn regulados por un sistema complejo de sefiales ambientales,
como la huz, asi como por scfiales del desarrello y el metabolismo. La expresin
genética es regulada a nivel de transcripcién, procesamiento y estabilidad de RNA,
traduccidén v movimientc de proteinas {Mullet, 1997).

La integraci6n del metabolismo requiere Interaccidén controlada entre varias rmtas
presentes en varios compartimientos celulares. El fiujo de carbono entre el plastidie
y ¢l citosol se da por ia localizadién temporal v el trdnsito de proteinas a través de su
membrana (Stitt, 1997). Este procesc depende de la permeabilidad altamente
selectiva de la membrana del organelo, a un ntimero limitado de intermediarios gue
deben ser transportados de un compartimiento a otro; y de un sistema de transporte
que controla la localizacién de estas enzimas en la cflula y define la presendia de
éstas en diferentes tipos de plastidios (Emes y Dennis, 1997; Schmit, 1993},

En los doroplastos hay al menos seis compartimentos diferentes: la envoliura
externa, el espacio entre membranas, la membrana interna, el esiroma, lumen de
tilacoides o la membrana de tilacoides (Heline, 1994; Cline v Henry 19%6). Un solo
aparatc de iranslocacidn media ¢! transporie de todas las proteinas mternas
{Keegstra, 1997). El proceso de transporte puede dividirse en pasos secuenciados. El
primer paso es el transporte a través de la membrana de la envoltura, el cual puede
dividirse en dos estados: unidn del precursor a un recepior a la superficie del
organelo, donde un recepror proteico o reconoce, y transporte del precursor a la
membrana interna {Keegstra, 1997) (2 expensas del consume de ATP). Una vez
atravesada la envoliura, una proteasa remueve la secuenda del péptido de trénsito
responsable del reconocimiento en membrana. Una sola proteasa puede cortar
muchos précursores proteicos de entrada a doroplaste diferentes. Una vez que el
precursor ha sido cortado en ¢l estroma, pueden seguirse diferentes rutas. Algunas
protefnas necesitan ser dobladas y ensambladas en su forma madura, con otras se
forman holoenzimas, algunos monémeros son activos ¥ s6lo requieren redoblarse,

otras sufren medificaciones como adiciones de ferredoxina o centros con iones de
azufre, La proteina reensambladz en el estroma es dirigida al espacio interno del
organelo donde corresponde -estroma, membrana interna, lumen de tilacoides o la
membrana de tilacoides- {Xeegstra, 1997). Este mecanismo funcione como 1uta de
acceso general de proteinas, para cualquier localizacién celular v estd determinada

por un péptido de trinsito a esiroma {Stitt, 19973,
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Una de las rutas més complejas de trénsito es 1a que dirige las proteinas al lumen
de los tilacoides, porque estas proteinas deben atravesar tres membranas bioldgicas
{Keegstra, 1997). El transporte de las protefnas que se dirigen a la merabrana y €l
lumen de los tilacoides se hace a través de cuatro mecanismos distintos (Fig.9): dos
homélogos a los que ocurren en bacterias a) un complejo proteico (CPSecA) que
requiere ATP y mueve la proteina por la membrana a través de un poro (CPSecy,
posiblemente homologo a SecE de E. Coli) y el complejo proteico Citocromo F que
también emplea CPSecA; un sisterna de tramsporte similar al del reticulo
endopldsmico, con un complejo proteico (54CP, homélogo del SRP54 del RE), que
involucra hidr6lisis de GTP; una tercera ruta, Gnica de cloropiasto, que requiere sélo
un gradiente de pH como generador de energia para realizar el transporte a través de
la membrana; y un cuarto mecanismo mediado por la insercién del complejo CFIT,
que se presume €s uUn mecanismo espontineo, ain desconoddo. Las protefnas
dirigidas a la membrana interna del cloroplasto, donde interactiian con proteinas
esenciales (TipoA) se unen a ella, sin aparentes requerimientos de energia y son
insertadas antes de que €l ensamble sea completado (Keegstra, 1997; (Cline y Henry

1996).
LHCP Precursor de
P proteinas del iumen
e 1
 54CP -@
»
L4 OEZ3
-8 WO cw &
CPSecA P gﬁ
QE33 F |
PCPSTF A
GTP+
Membrana dei titacoide

Fig. 9.- Representacién esquemdtica del transporte de protefnas al
lumen de tilacoides
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Las secuencias de los diferentes péptides de transito a cloroplasto son actores
centrales en este proceso {Heijne, 1994).

¥ Los péptidos de transitc a estroma varfan en tamafio v secuencia, son 1icos en
aminodcidos hidroxilados, carecen de residuos &cidos o tienen muy pocos, la
regién central puede estar involucrada en la unidn inical 2 la superficie del
cloroplasto y las regiones N y € terminal con los @ltimos pases de la ruta de
importacién

> Las protefnas que se dirigen a la envoltura externa del cloroplasto se unen de
forma espontanea, no requicren de factores proteicos para su integracién

> Los pépiidos de transito a tilacoides tienen una regién terminal de trinsito a
estroma seguida de una secuencia de transferencia a tilacoides

Los compuestos de bajo peso molecular pueden atravesar la membrana exierna
facilmente, porque ésta, contiene protefnas llamadas porinas gue permiten el
movimiento de moléculas con un peso moelecular mayor a 16 000 (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 transiocadores

m"m'mr-nc PCP@C‘.ﬂCOS {Fischer et gl 1997 7.

Mucho del control genético del doroplastc ocurre en eventos post-
transcripcddnales que induyen: estabilidad del trenscrito, transporte de proteinas y
actividad proteica {Gatchouse, 1997; Dancn, 1997). Iz regulacién a nivel de
transcripcidn es lenta, en cambio, la regulacién por traduccién permite aumentar o
reducir rdpidamente los niveles de sintesis de protefna. Los elementos cis y trans que
reguian el proceso de expresidn genética del plastidio no se encuentran codificados
en el organelo, el control de ia actividad genética ha sido tomado por el nédeo v se
manifiesta a nivel transcripcional v post-transcripcional. El genoma nudlear
mantiene el contral sobre los genes del organelo de dos maneras: codifica genes que

son estratégicos para las fundones del organelo (por ejemplo, para la duphcacién)

los cuales estdn regulados nor factorss nudearss; y conirola la expresidn de los

genes del organelo por medio de protefnas, también codﬁcadas por genes nucleares,
que dirige 3l cloroplasto.

8. La oferts bintecnolbgics

Con €l desarrollo de los cultivos de células vegetales a mediados del siglo XX {Tabla
4}, una de las promesas mas atractivas de
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aprovechamiento de ia amplia capacidad sintética de las plantas superiores,
mediante el empleo de cflulas vegetales, como base de procesos industriales.
Promesa que no ha cumplido.

Tabla 4.- Historia dela biotetnologia vegetal

Aifio Acontecimiento

1902 Primera supervivenda i vitro sin multiplicacion

1907 Se descubre que las plantas pueden ser alteradas por interaccifn con una
bacteria del suelo Agrobacteriiom tumefaciens

1922 Primer crecimiento in vitro de puntas de raices

1925 Se descubre que bacterias inocuas pueden transformarse en cepas letales

1935 Descubrimiemo de las propiedades de una auxina

1939 Los primeros reportes de cultivos prolongados de callos

1946 Primer cultivo de meristemos

1949 Primer reporte de desarrollo de primordios de rafz en cultivos de callo

1948 Obtencién de plantas completas a partir de megagametofitos en cicadas

o (embriogénesis somatica, no reconocida como tal)

1950 Descubrimiento de la cinetina

1952 Primera generacién de plantas libres de virus a partir de cultivos de

___ meristemos de papa y dalia

1954 Primer cultivo de protoplastos vegetales

1956 Reporte de embriogénesis somética en cultivos de Citrus

1957 Se definen 1as bases hormonales de la organogénesis de tabaco

1958 Dos grupos independientes logran desatrollar in vitro embriones de
zanahoria

1960 Protoplastos obtenidos con iratamiento enzimdtico se fusionan con ayuda de
agentes qufmicos )

1966 El pnmer cultivo de anteras

1971 El primer reporte de plantas regeneradas a partir de protoplastos

- "El primer "reporte bien documentado de variacdén somaclonal en
regenerantes de cultivos de tejidos

1972 Primer hibrido somdtico por fusién de protoplastos

1976 Se enfatiza la utilidad de la variacién somaclonal para el mejoramiento de
cultivos .

1978 Formacién del primer dbrido, por fusién de protoplastos de tabaco

1979 El primer reporte de electrofusién de protoplastos

1933 Uso de Agrobacterium tumefaciens para transformar plantas

1984 - Emplec de polietilen-glicol para transmitir el plismido Ti de A. tumefaciens a
protoplastos de tabaco
Reporte de la primera p]anta transgénica obtenida con €l sistema
Agmbacterm

1987 E! primer reporte de bombardeo de micro-proyectiles para transmitir ADN a

) células vivas de plantas

1990

El primer reporte de tramsmisidn de ADN por electroporacién a tejidos
intactos

Fuente: elaboracién propia
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Aunqgue el cultivo de tefidos de células vegetales es una reenologfa madura con
aplicacién en el mejoramiento de cultivos agricolas, la conservadén de germoplasma
v la micropropagacién; la aplicacidn de los sistemas de cultive @1 vito para la
produccdn comerdial de metabolites secundarios, se ha restringido a la manufactura
de unos cuantes productos: shikonina (y las naftoguinonas relacionadas) de
Lithospermun erythrorhizon por Mitsul Petroleum Co., Japén, y berberinas por Mitsui,
Company . Japdn {Towers v Ellis, 1995; Berlin, 1997); glnseng a partir de cultivos de
células en suspensién de Panax ginseng, comercializado por Nitic Denko Co. Jap6s,
desde 1990. (Fu, 1998).

Las dos limitantes rds importantes para la aplicacidn industrial amplia de ¢sta
tecniologia, son problemas asociados con baja productividad e inestabilidad de los
cultivos {Toivenen,1993). Otra dificultad es la escasez de compuestos vegetales, muy
especiales, con caracteristicas guimicas o farmacolégicas extraordinarias, que le
permitan alcanzar alios precios en el mercade {Berlin, 1997).

Los problemas de rendimiento y productividad son originados en gran medida
por la falta de conocimiento suficiente de la bioguimica vegetal, que permita
controlar la produccién de metabolitos secundarios. BEn general se sabe
relativamente poco sobre las rutas metabdlicas de estos productos v no es facil
identificar las enzimas limitantes de la sintesis. Pero incluso en los casos donde las

rutas sintéticas estan bien establecidas, la sintesis total de los productos de interés
ne puede hacerse siempre de forma econémicamente factible {DiCosmo ef al., 1989).

La inestabilidad de los cultivos s el segundo gran problema para su exploiadon
comerciat. Los cultivos de células en suspensién normalmente estin constituidos por
células con distinta morfologia y estado de agregacién. La diferente distribucién de
estas células en las Iineas celulares es una de las causas que determina la
variabilidad en la producdén de metabolitos secundarios (Berlin, 1997). La variacién
genética de los cultives incduye: cambios de nfimero cromosémice, rearreglo
cromosdmico, amplificacidn v ablacién de! DNA, activacitn de transposones.

En realidad ¢! problema es complejo. hay muche por resolver. Las células
vegetales crecen més lento que los microbios. I cual aumenta el riesgo de
contaminacién {a esto también contribuye la necesidad de utilizar medios nuiritivos
complejos) v eleva los costos del cultivo. Las caracterfsticas de las cflules vegetales
significan un encrme reto para el disefio de reactores adecuados para su produccién
industrial. Los cultivos vegetales estdn formados por cflulas de una variedad de
formas Yy tamanos, 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 mds viscosos. Hay también problemas con los
propulsores porque aungue tienen una demanda de oxigeno baja, presentan alta
sensibilidad de corte®. Su tamafio, 10 a 100 veces més grandes que las células
microbianas y una mayor proporcién del volumen celular ocupado por vacuolas;
hace a las células vegetales méas sensibles a los cambios de potendiai osmdético y
estrés fisico. Ademés la produccén intracelular de metabolitos y su
almacenamiento en organelos, aumentan de forma muy importante los costos de
purificacidn de los productos (Taticek, 1991).

Las células, callos y cultivos de 6rganos vegetales son capaces de producir la
mayoria de los compuestos seamdarios, incuyendo fenilpropanoides, poliquetidos,
terpenos, alcaloides y carbohidratos (Towers y Ellis, 1995). Pero los niveles de
sintesis y acumulacién de los diferentes grupos de metabolitos secundarios son muy
distintos y siguen una tendencia general. En cultivos indiferenciados, sélo una
pequefia parte del potencial biosintético de la planta es expresado. Compuestos
absolutamente esenciales como la lignina o los carotenocides, pueden producirse en
este tipe de cultivos (Towers y Ellis, 1995), pero dertas rutas del metabolismo
especial, se expresan pobremente en cultivos de células. En cambio, hay sustandas
que se acumulan espontineamente, con niveles razonablemente altos, en cultivos de
células vegetales (Tabla 5). En estos casos, la produccién puede mejorarse
optimizando las condiciones de cultivo. No obstante, no se han montado procesos
industriales con la mayoria de los productos naturales que presentan altos niveles de
sintesis in vitro, porque, salvo raras excepciones, no son de gran importancia
comercial. En la actualidad solo las rutas que se expresan espontiéneamente en el
cultivo o son facilmente inducibles son accesibles para desarrolios tecnolégicos.

Se han adoptado varias estrategias para aumentar rendimientos de metabolitos
secundarios en cultivos de células vegetales:

¥ Selecci6n y aislamniento de lineas sobreproductoras.
» Optimizacién de condiciones de cultivo

¥ Cultivos de tejidos organizados

» Células inmovilizadas

» Extraccion del producto in situ

> Ingenierfa de rutas metabdlicas en células vegetales
¥ Elicitores

» Biotransformacion

¢ Daiie provocado a las c&lulas en el reactor porque chocan con las paredes y son disparadas por los
propursores.
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Tabla 5. Productos acumulados en altes niveles en cultives de cflulas en suspensidn

Grupos de compuestos Sustancia especifica Espedies
Esteres y amidas del 4cidc cinémico ; Audo rcsmaximco Coleus blumei
. . Anchusa officinaiis
Verbascésxdo o
- ) L:putrescina " - Nicotiana tabacum
Naftaguinonas y antraquinonas Shikonina Lithospernuum
erythrorhizon
Lucidin Morinda citrifolia
primverdsido Gallium mollugo
Protoberberinas ybenzefenamdma .- Protoberberinas.” - - Coptis japfnica
alcaloides o R R
. - Sanguinavina .. . Papaver somniferum
Antocianinas y betalainas Aptocianinas Arglia cordata
) __Betalafnas Beta vitlgaris
Compuestos estermdales " . Y Diosgenina - - . Dioscorea deltvidea
nEe %o e o oSaponimas T -7 - Panaxginseng <
Pohsacéndos mmunoléglcamente aciivos Echinacea purpurea

Fuente; Berlfn, 1997.

1. Seleccién y aislamiento de lineas sobreproductioras.- La seleccidn y

aislamiento de lineas sobreproductoras requiere, en primera imstancia el
desarrolie de estudios fitoguimicos, de poblaciones siivestres de ia espedie en
cuestién, para obtener individuos sobreproductores, y posteriormente el
establecimiento y seleccién de lineas celulares con attos rendimientos.

. Optimizacién de condiciomes de cultive.- La optimizacdén de las

condiciones de cultivo incluye: la formulacién del medio de cultive (fuente de
nitrégeno, concentracién de las sales minerales, reguladores de crecimiento)’

. Cultivos de tefidos orgamizados.- Los cultivos de tejidos wvegetales

presentan varias opciones para-la produccdn de metabolitos especiales:
rafces, brotes; cultivos de iejidos transformados v cultivos en suspension®.
Cuande un metabolito no se produce en cultivos de callos en suspensién, una
alternativa es la produccén de metabolitos secundarios por tejidos
diferenciados {DiCosmeo e al. 1989}, Otra opcién muy promeiedora es el
aprovechamientc del potencial de las cflulas transformadas (rafces

7 Esta estrategia resultd muy conveniente para el escalamiento a nivel industrial de la produccién de
shikonina en cultives en suspensién de Lithospersmum erythrorhizon por la empresa quimica Mitsul, de

Japén.

% g6lo los culdvos en suspensién han sido escaiados a nivel comercial.
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transformadas y teratomas) para producir fitoquimicos (Nakano ef /., 1998;
Guo et gl., 1998; Toivonen, 1993).

4. Células inmovilizadas.- Usualmente en los cultivos en suspensién la
sintesis de metabolitos secundarios se da en la fase de crecimiento
estadonario. En un intento de conseguir produccién por largos periodos de
tiempo, las células se inmovilizan en una matriz inerte. Aunque las células
inmovilizadas tienen tasas muy lentas de crecimiento, puede aumentarse la
acumulacion de productos y conseguirse periodos ampliados de biosintesis
{DiCosmo et al. 1989).

5. Remocién. del producto in sifu.- Es la adicién al cultivo celular de una
segunda fase que tiene afinidad preferencial por el producto de interés. El
proceso se refiere como extraccién in situ o absorcidn in situ, dependiendo del
estado fisico de Ia fase, liguido o sélido, respectivamente. Esta témica no sélo
ayuda a recobrar el producto méis faclmente, a menudo aumenta
productividad. Este inaemento de productividad puede ser rvesultado de
disminucién de la inhibicdién  por retroalimentacién, proteccibn de
degradacién del producto ¢ por aumento en la excrecién del producto (Fu,
1998).

6. Ingenieria de rutas metabdlicas en células vegetales .- La ingenieria
genética ha permitido la produccién de plantas con contenido alterado de
metabolitos secundarios (Siebert, 1996). Nuestro conocimiento de las
enzimas de algunas rutas del metabolismo secundario se ha incrementado en
lz Gltima década, algunos genes que codifican para epzimas clave han sido
conados. Esto abre la posibilidad de manipulacién genética de las rutas del
metabolismo secundario en plantas. Las primeras manipulaciones genéticas
ocurtieron ya (Tabla 6), pero se ha dado més atencién a la producdén de

plantas transgénicas que a la obtencién de cultivos de células transformadas
(Berlin 1997).

7. Elicitores.- Uso de agentes especificos de origen biolégico que estimulan la
acurnulacién de los producios, aprovechando el hecho de que las plantas
responden al ataque de patégenos microblanos produciendo varios
antibifticos. Este método ha resultado muy adecuado para incrementar la
produccién de alcaloides, cumarinas, flavonoides, acetileno terpenos y

esteroides; porque la respuesta es muy ripida y los productos se liberan al
medio (DiCosmo et al., 1989).
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Tabla 6.- Plantas transgénicas con sintesis alterada de compuestos secundarios

Especie Caracterfstica transformada
Atropa beliadonna  Transformadas con Agrobacterium turiefaciens.
Aumento de produccién de escopolamina
Paganuwm harmala  Sobreexpresan el gen de Ia triptofano descarboxilasa,
producen altos niveles de serotonina.
Brassica napus Sobreexpresan el gen de 1a triptofano descarboxilasa,
acumulan altos niveles de triptamina
Nicotiana tabacurn  Transformadas con Agrobacterium tumefaciens que sobreexpresan €l
gen de la puirescina N-metil transferasa.
Aumento de la sintesis de nicotina
Nicotiana tebacurn  Trapsformadas con €l gen gue codifica para la corismato plruvato
liasa {un intermediario de la ruta del shikimato}
Aumento de més de 10660 veces en la produccitn de
* 4-hidroxibenzoato glucdsido
Plantas de alfalfa Con produccién alterada d¢ meicxichalcona
Plantas de alfaifa Con contenide alterado de lignina {PAL moedificadas},por supresién,
Inhibicién antisentido y sobreexpresion

Fuente: Berlin, 1597; Siebert, 1996; Dixon ¢f al., 1996

8. Biotransformacién.- Las reacciones de biotransformacién nvolucran el
suministro en los cultives celulares de una sistancia precursora, que en un
pasc enzimitico ¢ unos cuantos, proguce el producio de interés. El desarrolio

de estas tecnologias puede legar a procesos de escala industrial.

Por su importancia para el desarrolio de la investigacifn que aqui se presenia
abundaremos en dos estrategias tomolégicas: el empleo de elicitores vy ia
biotransformacién con cultivos de cflulas vegetales.

&. Elicitores

Se conoce como elicitores a las moléculas de origen bioldgico que pueden inducir 1a
sintesis de compuestos secundarios en una planta como respuesta a su presencia. Se
han aisiado clicitores de diferente naturaleza quimica: polisacéridos, oligosacaridos,
polipéptidos, proteinas, glicoproteinas, enzimas, lipidos y 4cidos grasos {Ren v West,
1991). No obstante, los constituyentes de la pared celular de los hongos {quitins,
quitosan v glucancs) v de las plantas {oligourénidos}, son los clicitores con més
amplio rango de accién. Las sustancias elicitoras forman parte de un sistema
complejo de defensa con gue el vegetal responde al estrés a que le somete ¢l ataque
de un agente patégeno bidtico o abidtico {Prome, 1696},
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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 solamnente durante la infeccién de un organismo patdgeno.

La defensa constitutiva es la habilidad inmediata del hospedero para prevenir y
limitar el reto de una infeccién; se construye con sustancias pre-infeccionales, las
cuales pueden presentarse en altas concentraciones antes del ataque de un patdgeno
o bien, encontrarse en hajas concentraciones antes de la infeccidn y en altas
concentraciones después ~ a estas Ultimas se les conoce como inhibitinas-. Las
sustancias constitutivas de defensa de bajo peso molecular 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 cuticula v 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 dafio fisico o se detecta la
presencia de un patdgeno. Para esto las plantas utilizan una cascada de sefiales
miiltiples e interacciones bioquimicas complicadas, entre diferentes moléculas de
reconocimiento (elicitores) y otros factores regulatorios, que inician numerosos
cambios metabdlicos que resultan en una variedad de respuestas de defensa,
mediante la induccén coordinada de enzimas a nivel transcripcional y traduccional.
(Chen et al., 1995).

a) El proceso de induccion

Estudios de reconocimiento planta-microorganismo han Hevado a la identificacién
de cuatro tipos de interacciones que desencadenan la sintesis de sustancias
relacionadas con la defensa: 1} el microorganismo excaeta una sustancia elicitora
{del metabolismo secundario) que es reconocida por las cflulas de la planta; 2)
enzimas microbianas liberan compoenentes de la pared celular de la planta, los cuales
actfian comno elicitores; 3)las células de la planta secretan una enzima que degrada a
la pared celular del micoorganismoe y los componentes de ésta, inducen la
formacién de sustancias de defensa en las células de la planta; y compuestos
enddgenos y constitutives de la planta son activados o liberados como respuesta a
diferentes estimulos como dafio mecénico, foto-oxidacidn o déficit hidrico
{Creelman y Mullet, 1995; Eilert, 1987).

El recomocimiento por la planta de la invasién del hospedero es a menudo
determinada por la interaccién llamada “gene por gene”, que se da entre un gene
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dominante de avirulencia en el patégenc {avr) y €l correspondiente gene dominante
{R) en el hospedero. Los genes R codifican para receptores que reconocen elicitores
especificos. Algunos de estos receptores son extracelulares, Otros, que IeConocen
pequefias moléculas, se localizan en el citoplasma (Fig. 10}. Existen en las plantas
otros receptores que no sonl especie especificos y reconocen elicitores de amplia
distribucién, como los quito- sligosacaridos y lipoquits-oligosacéridos (Yang et al.,
1997).

Kinasa

1z NBS @rozmu_-m

Fuente: Yang ef al., 1997

Fig. 10.- Elicitores raza-especificos codificados por genes de avirulenda fingicos,
bacterianos y virales, los cuales son reconocidos por los correspondientes genies
vegetales de resistencia.

La transduccién de sefiales en los sistemas elicitados responde a un modelo de
dos elementos (Fig. 11), un compenente unido a la membrana plasmaética de las
céiulas de la planta sirve como molécula sensitiva {receptor del elicitor), un segundo
componente, actia come molécula regulatoria y activa factores de transcripcion que

eventualmente Hevan a la induccién de genes de defensa vegetal {Yang, ¢ 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 expresién de PAL -enzima que
participa en la sintesis de &cido salicilico- y de genmes bésicos de proteinas
relacionadas con la defensa, asf como de algunos genes inducidos por heridas (Yang
et al., 1997; Johnson y Ecker, 1998; Fritig ef al., 1998).

1a detecci6n de la presencia de un elicitor por un detector desencadena cambios
en la membrana plasmdtica: inaementa la permeabilidad a los iones (entra H* y
Ca’* y salen K" y CI), produce explosiones oxidativas que llevan a la producci6n de
intermediarios oxigenados reactivos (O, OH, H,0,), dependientes de 1a activacién de
la NADPH oxidasa; estimula la sintesis y liberacién de 6xido nitrico (NO); aumenta
la demanda de oxigeno; estimula fosforilacién de proteinas y genera poder reductor
(Dangl, 1998; Delledonne ef al., 1998; Yang et al., 1997; Berglund y Ohlsson, 1995).
Estos cambios fisiol6gicos activan a moléculas mensajeras: etileno, acido jasmoénico
y éacido salicilico.

Recoplopammmmdy

&®_1, »

Fosforﬂaidén
de proteinas 4

Aleracién de
1 7 potenciai redox H’f : \
. . Fosforiacign fw Mensajeras HR
Activacién de los fatiores de franscripcion femess de protefnas  secundarios (SA) et cADR

Expresion de genes de defi /

Fuente: Yang ¢t al., 1997

Fig. 11.- Modelo simplificado de 1a transduccidn de sefiales en las respuestas de
defensa vegetal

El acido linolénico {(uno de los 4cidos grasos més abundantes en la membrana de
ia mayoria de las plantas), es liberado en respuesta a la alteracién de los canales
ibnicos de la membrana y a cambios fisiologicos intracelulares: ATP, AMPc y
adenilacién, los cuales estimulan fosforilacién de proteinas. La actividad quitinasa
estimula a fosfolipasas que liberan 4cido linolénico. Una vez libre, el &cido linolénico
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es converfido en dcido jasménico, a través de la ruta octadecanocide, por un procese
dependienite de una lpooxigenasas. El dcide jasménico activa genes especificos de
protefnas relacionadas con la defensa (Creclman y Mullet, 1995; Payne et 4l., 19%1;
Hahlbrock ef al., 1995).

El acido salicilico {SA} actiz también come segundo mensajero (Klessig y
Malamy, 1994}. Este acido se encuentra normalmente en las oflulas en una forma
inactiva de esta molécula como SA B-glucdsido. Cuando se detecia en la membrana
de las c8lulas infectadas la presendcia de un elicitor, en estas células y en las células
adyacentes la presencia de NO provoca que €1 SA tome su forma activa yseunaala
enzima catalasa, y la que inhibe. Come consecuencia de la disminucién de actividad
de la enzima, se acumula H,0,, el cual induce la transcripcién del gen PR-1, gue
codifica para una proteina que induce a su vez, los mecanismos de la tercera linea de
resistencia de la planta (Hausladen y Stamler, 1998; Chen et al., 1995b; Hahlbrock &
al., 1995; Payne, et al,, 1991; Shirasu ¢f al., 1998).

1a percepcién inicial y la transduccién temprana de sefiales puede ser distinta
para varios elidtores microbianos, sin embargo, muchas de estas sefiales son
probablemente integradas en una ¢ unas cuantas rutas terminales comunes. Al final
los segundoes mensajeros, en un fendmeno conoddo como potendacdidn, amplifican
sinérgicamente sus efectes y desencadenan una respuesta secuenciada tanto lecal
como general {Yang, ef ai., 1997; Barz y Mackenbrock, 1994; Bohlmann y Eilert,
1994}, mediada por una serie de procesos dindmicos organizados en tres lineas de
defensa.

1a primera linea de defensa es una respuesta instantdnea, su finalidad es
fortificar 1a pared celular. En v alrededor de la lesion local se forma una cépsula por
depésite de nueves materiales {calosa, lignina, fenoles insolubles v glicoprotelnas
ricas en hidroxiprolina} y por enirecruzamiento de enzimas preexistentes
{Hahlbrock ef al., 1995; Messnery Boll, 1593; Terras efal., 19951,

La segunda linea de defensa se da a njvel local, en 1z zona que rodea el sitic de
infeccitn. ia velocidad de respuesta es intermedia. Su finalidad es la produccién y
secrecién de proteinas relacionadas con la defensa (RNAsas, glucanasas, quitinasas,
proteinasas etc.) v 1a estimulacién de algunas rutas del metabolismo secundario para
la produccién de pequehios compuestos antimicrobianos post-infeccionales. La
finalidad de este proceso es estorbar el ¢recimiento del patdgeno e impedir que la
invasién avance a otras células (Galiana et al., 1997},
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Reunidas, la primera y segunda lineas de defensa forman 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.

1as sustancias de defensa post-infeccidnales pueden dividirse en dos categorfas:
las que preexisten en la planta de forma inactiva y son activadas o liberadas después
de la invasién microbiana; y las sustancias que son sintetizadas de nove por las
plantas bajo las condiciones de estrés causadas por el ataque microbiano. Estés
1itimas reciben el nombre de fitoalexinas (Kuhn y Hargreaves, 1987).

La estructura quimica de las fitoalexinas difiere grandemente de acuerdo con la
familia de la planta y a veces con el género. Algunas de estas sustancias desempefian
més de un papel en la supervivencia de una planta, por eso pueden ser inducidas por
estresantes abiticos como luz ultravioleta (Enmsminger, 1993). En la RH las
fitoalexinas actiian como retardantes del crecimiento celular o como inhibidoras de
enzimas hidroliticas producidas por el patégeno (Messner y Boll, 1993). En general,
un vegetal produce varias fitcalexinas provenientes de diferentes puntos de
ramificaci6n de las rutas metaboélicas (Heijden et al., 1989; Kokubun ¢t ¢l., 1995).

Una vez que la RH es activada, las sefiales de alerta pueden ser amplificadas a
través de la generadén de moléculas mensajeras (SA, H,0,, etileno y jasmonatos)
para originar la tercera linea de defensa, que es una respuesta lenta, mas amplia, que
se da en édrganos completos e incluso, en todo el vegetal v es conocida como
resistencia sistémica adquirida (SAR). Su finalidad es la activacién de genes para
desencadenar la producdén y liberacién de proteinas reladonadas con la defensa
{PR), enzimas hidrolfticas especificas que actitan contra las paredes celulares de
bacterias y hongos; asi como de pequefios péptidos con actividad antimicrobiana
(Fritig, et al., 1998; Hahlbrock ef al., 1995; Messner y Boll, 1995; Terras e al., 1995).
Las protefnas vegetales PR se han agrupado en once familias de proteinas, de
acuerdo con su grado de similitud de secuencias primarias (Tabla 7). Una vez
establecida, la SAR no se limita a un patdgeno especifico, funciona contra un
amplio rango de patdgenos, induidos bacterias, hongos y virus. Ademas, la
Tespuesta persiste por varias semanas {Shirasu et al., 1996; Yang ef al., 1997).

b) Los cultivos elicitados

Montar ensayos con elicitores en plantas completas es dificil, por eso se ha optado
por utilizar cultivos de células en suspensién. Las ventajas que ofrecen los cultivos
elicitados son muchas: la induccién es muy rdpida y se obtienen niveles de sintesis
muy altos en unas cuantas horas; lo metabolitos son excretados al medio de culiivo,
con lo cual se facilita su extraccitn; es posible utilizar las células elicitadas en
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biotransformaciones porque la elicitacién aumenta en forma coordinada ia actividad
de warias enzimas, lo cual Heva a procesos mmds rdpidos y cficentes de
ransformacién gue los obtenidos con células sin tratar. Los cultivos elicitados
resultan ideales para estudiocs bioquimicos y moleculares porque son sistemas
facilmente manipuiables, son indudbles v son fuente abundante de enzimas del
metabolismo secundario {Berlin, 1$97; Eilert, 1987).

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

Familia de Actividad enzimdatica Sitic de accidn en ¢l patdgene
proteinas PR

PR-1 ? Membrana ?

PR-2 1,3-B-glucanasa Pared celular, glucanc
PR-3 Endoquitinasa Pared celular, quitina
PR-4 Endoquitinasa Pared celular, quitina
PR-5 ? Membrana

PR-6 Inhibidor de proteinasa Proteinasa

PR-7 Proteinasa 7

PR-8 Endoguitinasa Pared celular, quitiva
PR-% Peroxidasa *

PR-10 RNAsa ?

PR-11 Endoquitinasa Pared celuiar, quitina
Sin dasificar c-amilasa Pared celular a-glucane

Inhibidor de Poligalacturonasa Polizalacturonasa

*Las peroxidasas tienen actividad aniimicrobiana indirecta, porque catalizan ¢l entrecruzamiento

oxidativo de protefnas y fenoles en la pared cflula v con ello la protegen de la degradaci6n por
enzimas hidroliticas del patégeno

Fuente: Fritig et al., 1998,

Hay muchos micoorganismos patdgenos de plantas: virus, bacterias y hongos.
Sin embargo, los organistos més wiilizados como elicitores son hongos, debido a
que las plantas hart desarrollado sisternas complejos para detectar su presencia. En
Iz mayorfa de los casos se emplean hongos fitopatdgenos que se sabe son parésitos
de 1a planta, en especial cepas poce virulentas. No obstante, se ha descubierto que
no se requiere mucha especificidad, varios hongos pueden inducir respuesta en una
planta v una sola cepa puede indudr el proceso de defensa en varios gémercs o
familias vegetales (Eilert, 1987).

La espede utilizada de hongo depende de la naturaleza del elicitor, si es un
componente de la pared celular de los hongos que se encuentra ampliamente
distribuido en ¢l reino, como la quitina, cualquier organismo que Io tenga
desencadenara la respuesta de defensa, sélo si se trata de una sustancia resiringida a
un pequefio grupo de hongos, ¢s necesaric empilear especies asociadas con la planta.
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Los homogenados de cultivos liquidos de las cepas fangicas son la forrna més
empleada para efectuar pruebas de induccién. 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 termoldbiles del
citoplasma es necesario utilizar un co-cultivo (Dixon, 1991}).

La concentracién del elicitor es un factor que influye fuertemenie en la
intensidad de la respuesta (Barz y Mackenbrock, 1994). Usualmente se requieren
entre 50 y 100 mg de micelio para matraces de 250 m! 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 sustancias relacionadas con la defensa ocurre sélo cuando se tiene
el ambiente adecuado (disponibilidad de precursores y condiciones de cultivo
favorables). Los reguladores de crecimiento, en especial las auxinas, tienen
influencia en el proceso, también lo afectan las condiciones de cultivo comio
iluminacién, pH y temperatura (Eilert, 1987). En algunos casos, se emplean
precursores mmetab6licos para aumentar rendimientos de un metabolito de interés,
en tales casos es necesario probar si la sustancia es permweable y se incorpora al
producto deseado, también debe determinarse la concentracién Gptima que debe
adicionarse a los cultivos.

Fl 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 ademdas duradero
{(Kolattukudy et al., 1995). Horas después de que €l sistema es inducido se presenta
incremento de la actividad biosintética, la acumulacién méaxima ocurre entre las 12
horas y los cinco dias de tratamiento y en general declina répidamente después de
que alcanza su valor mds alio. Suele ocurrir Ia acumulacién de un producto final,
seguida de incremento en el nivel de los precursores (Hahlbrock e al., 1995).

Una vez que el proceso de sintesis de sustancias de defensa ha sido inducido,
estimulos adiciénales no aumentan rendimiento. Los mayores incementos de
produccién de metabolitos secundarios por células elicitadas se obtienen de lineas
celulares con baja productividad inicial (por eso resultan mas adecuadas para probar
el efecto inductor de una sustancia), pero al final, los niveles de sintesis son
similares en todas las lineas celulares de una misma planta. Al parecer, la cantidad
méxima de un metabolito que pueden almacenar las células, estd fuertemente
regulada (Eilert, 1987; Holden y Yeoman, 1994).
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La etapa de crecimiento en la cual es inducido el cultive tiene influendia sobre la
respuesta. La mayor produccidn de metabolitos inducidos suele darse en la fase
exponencial, cuando las células estdn en crecimiento active (Eilert, 1987; Holden y
Yeomnan, 1994).

T0. Bioirensformaciones con célufas vegetales

Muchas sustancias de origen vegetal que se emplean en la producddn de
medicamentos son obtenidas a través de largos y costosos sistemas de extraccién de
plantas vivas {Kutney, 1997}. El problema es que los compuestos activos suelen
encontrarse en muy bajas concentraciones en los extractos vegetales v a menudo su
purificacién es dificil v costosa (DiCosmo e af. 1989}. Por otra parie, en. muchos
casos se trata de especies silvestres, com una distribucidn restringida y la
concentracién de las sustandas activas depende de la &poca de colecta y el estado
fisioldgico de las plantas {Park y Kim, 1998).

Por afios, la quimica sintética ha intentado asumir el reto de produdir por sintesis
los fitoquimicos de interés industrial, Ne obstante, debido a la naturaleza quiral de
muchos metabolitos secundarios y a su complejidad estructural inherente {a la cual
deben sus propiedades Gnicas y actividad biclogica); ia sintesis guimica de estas
sustancias no es posible o demanda procesos de sintesis muy largos, complejos v
costosos (Takemoto v Achiwa, 1998; Kuiney, 1993}, que resultan incosteables. Como
consecuencia, muchos compuestos ¢on actividad biolégica comprobada no se
aprovechan © son extraidos de plantas completas’ a través de métodos
convencionales, largos ¢ inefidentes, que rinden productos Imuy caros
{Toivonen,1993; Kutney, 1993). De ahi se origina el gran interés en aprovechar la
capacidad sintética de los seres vivos en procesos industriales.

Esta técpica, también conocida como biotransformacion, es muy adecuada para
producir grandes voltmenes de productos naturales. Ya sea gque se empleen las
enzimas presentes en el cultivo o se afslen de él, los catalizadores del munde
Liclégico ofrecen alternativas de bajo costo para elaborar sustancias valiosas, ranto
nuevas como tradicionales, a partir de precursores baratos {Alfermann,198C). Esto
es posible por las ventajas que ofrece la biocatdlisis sobre la catalisis quimica: ias
enzimas son altamente selectivas -en términos de diasteroselectividad- con respecto

? 1.a presién que ha ejercido esta préactica sobre las poblaciones silvestres de algunas especies, ha sido

muy grande y ha puesto a muchos Tecurses naturales vatiosos ¢n peligro de extindén, o induso, ha
acabado con ellos.
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a las sustancias sobre las que actfian; los procesos en los que participan son
generalmente completados en cortos periodos de tiempo (minuios u horas); pueden
dar rendimientos muy altos de los productos enantioméricamente puros; trabajan en
condiciones fisiologicas, por lo cual no demandan condiciones extremas de reaccién
{temperatura, y/o presién), ni requieren la presencia de metales pesados; y son
capaces de transformar precursores extrafios, esto es, sustratos que no son
normalmente producidos en las plantas de las cuales el cultivo es derivado
{Nakamura et al., 1995).

Por las caracteristicas de la catdlisis enzimética, el impacto ambiental de los
procesos de sintesis biol6gica 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 biocatdlisis muy atractivos para el consumidor preocupado
por el cuidado del ambiente y el equilibrio ecoldgico. Ademds, estos productos
presentan una ventaja adicional, son considerados compuestos naturales en el
mercado, porgue fueron sintetizados por sistemas biol6gicos'®.

Una de las dreas mds promisorias de la biocatdlisis se encuentra en el empleo
conjunto de quimica sintética y cultivos de tejidos vegetales''. En los tltimos afios,
ha sido ampliamente reconocide el amplic potencial bioquimico de los cultivos de
células vegetales, para efectuar biotransformaciones espedficas de un sustrato
particular, natural o sintético, que rinden productos de importancia comercial
{Hamada et al. 1994; Cada ef al., 1996). Pueden conseguirse productividades muy
altas, en procesos de sintesis mixta, en los cuales se adiciona a cultivos de células, un
precursor quimico de un metabolite secundario que normalmente produce el
organismo, para sobre producir un producto natural de interés; o bien, un sustrato
fordneo (un compuesto sintéticos anilogo a un intermediario natural o un producto
de otras especies), que sufre modificaciones determinadas, para Hevar a la formacion
de una sustancia con nuevas propiedades quimicas y biol6gicas que no estd
normalmente presente en el cultivo, o en la planta de la cual los cultivos celulares se
originaron {Alfermann,1980; Kutney, 1993; Akakabe y Naoshima, 1994).

" 1.a Roche, 1a principal compaiia productora de vitaminas para consumo humano y animal del
mundo, que tenfa montados procesos de catdlisis quimica, est4n montando procesos industriales con
biocatdlisis para vender sus productos como naturales en el mercado.

" Se hacen investigacién de biotransformaciones de sustandas orgénicas con cultivos de ctlulas
vegetales en mis de 30 grupos de investigadén localizados en dicz pafses: Alemania, Australia,
Canadd, Corea, EU, Franda, India, Italia, Japén y Repiiblica Checa. La mayoria de los estudios
reportados en esta drea son. japoneses o0 alemanes,
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a) Especies utilizadas

Se han efectuado biotransformaciones a nivel de laboratorio, con cuitivos de células
vegetales de més de cyarenta especies (Tabla 8), las espedies més utilizadas son:
Nicotiang tabacum, Catharanthus roseus v Daucus carofa. Se han levado a cabo
modificaciones de una amplia gama de susiratos tante naturales como sintéticos,
incluidos: monoterpenocs, diterpenocs, esteroides, agliconas, alcoholes, alcaloides,

carotenoides, cetonas, &cidos grasos, fenoles, ésteres, flavonoides y glicGsidos
cardiacos.

Tabla 8 . -Especics vegetales empleadas en estudics de biotransformadén

Especie Sustrato utllizado  Reaccicnes efectuadas Referencia
Arternisiz - - Acido antemnisinico.  9-8-Hidroxilacién Kawamoto, emi
annug- - . : 8-D-Glicosidaci6n 1958
Capsicim Progesterona 20 o Reduccién AMfermann y
Jrutescens 14 « Hidroxilaci6n Reinhard, 1980
N Canmbrs satzva Terpenos Reduccidn Alfermann y
‘ o . - - ’ Reinhard, 1980
Cas.s‘za Chalconas Oxidacién Vitali et al., 1998
didymobotrya
_Cazhammhus _“Progestercma . - - 208 ReducciSn Alfermann v
- pozens-- T S 14 o Hidroxilacién Reinhard, 1980

Alccholes piridimicos  Método de desracemizacién de 4 Takemoto y
. —piridil - 1 etancl a la forma Achiwa, 1995

’ (R\ . . Takemotwo ¥
Lo . . Achiwa, 1598
-: Piperitonz = - 4Yy6 Hidroxﬂacxén adyacente * "Hamada efal.,
o =C = 1994
e Monoterpeuos © Intoduccén adyacente a C~C "Hirataefal., 1994
. - deprupos oxigepados . - T .
- Geramol Oxidacién de alooholes a Carriere, et al.,
aldehidos - 1989
Isomerizacién . -
Reducczén de grupos ﬂeto ~ Nakamura efal.,
) ; 1995
V Monotemcnos a]ihcos Hldromlaaén ] Hamada et al.,
¥ “‘chccs o s.-  Reduccitn de C=C de grupos 1997
Tov e ~"_cetona, )
Equisetum sp. Fenoles Acoplamiento oxidativo Sridhar et al.,
1997
Guoefal, 1997
Hidroxi—D- Acoplamiento oxidativo C-C Guoetal., 1998
fenilglicing
Corydalisspp.  Alcaloides Adicién de un intermediarico Kamigauchi ef
{protoberberinas} metabblico (tirosina} @i, 1994
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Especie Sustrato utilizado  Reacciones efectuadas Referencia
Crocus sativus Cazotenoides 1-6 B-D-Glucosidacién Dufresne ef al.,
1997
Cheiranthus Progesterona Reduccién de dobles enlaces Alfermann y
cheiri Reinhard, 1980
Daucus carota Cetonas aromadticas a Reduccién de cetonas Akakabe y
Naoshima, 1994
Yoshihiko y
Naoshima, 1994
Naoshimay
Akakabe, 1991
Akakabe et ai.,
1995
Acido 2- oxo- 4 - Reduccién Cada et al.. 1996
Fenilbutanoico .. -
Acido2 hidroxi 4- Reducciin de ésteres Chadha et al., 1996
fenilbutanoico '
Digitalis lanata  Estercides GlucosidaciSn Paper y Franz,
1989
Digitalis Esteroides- Glucosidacién Paper y Franz,
purpurea ’ ) . 1939
Dioscorea Progesterona Reduccién de dobles enlaces  Alfermanny
deltoideq 3B-Reduccién Reinhard, 1980
(S;-( Y (R)-(+)}—-  Hidroxilacién Oxidaxion Vanek ¢t al., 1999
limoneno
Gardertia Cetonas aromAticas o Reduccién de cetonas Akakabe y
Jasmonoides T 3 Naoshima, 1994
T “Yoshihikoy .
Naoshima, 1994
Naoshima y
_ o w7 Akakabe; 1991
Glicine max Geranigl Oxidacidn de alcoholes a Carriere et al., 1989
aldehidos
Isomerizacién
Hidroxi - D- Acoplamiento oxidativo Guo etal., 1998
fenilglicina
Etil 2-metil 3- Reduccifn de grupos ceto Nakamura et qi.,
‘ oxobutanoato 1995
Hedera helix Progesterona Reducdidn de dobles enlaces Alfermanny
' 3f-Reducdén ' Reinhard, 1980
Hevea a-Cianohidrinas Hidroxinitriloliasas, Hickel et al., 1996
brasiliensis
Lycopersicon Progesterona Reduccién de dobles enlaces  Alfermann y
esculentum 3B, 20p Reduccién Reinhard, 1980

6B, 11a,14a Hidroxiladén
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Especic Sustrato utilizado Reacciones efectuadas  Referencia
Lyeopersicon Fitohormonas estercidales C-25y C-26 Hidroxilacién  Winter ef o/,
escilentun {brasinostercides} 26-B- Glucosidacién 1997
Fitohormonas esteroidales Precursor metabélico (3-  Kolbeefal,
{brasinosteroides) dihidro 24-epi- 1998
testosterona)
Aarchantia Esteroides Reduccitn de grupos Eamada et al.,
polysrorpha carpenilos C-17 1993
{derivados de androstans)
Hidroxilacién
Eiil 2-metil 3- Reduccidn de grupos cete Nakamura efal.,
oxobutanocato 1995
Myrtillocactus Monoterpenos Oxidacién hidroxilacién Gilef al., 1995
geometrizans alffica
Mentha piperita  Piperitona 7, Hidroxilacitn Park et al., 1994
Terpezios Hidroxiladién Park v Kim,
Epoxidacién 1998
Neriun oleander  Esteroides y agliconas 5 B Glicosidacion Paper y Franz,
1993
Oxidacién
Ciclizacién
5B-H esteroides {agliconas 3-O Glucosidacifn Paper y Franz,
cardenolidos) 198%
Nepeta mussinil MODOWIPEHOS  Eidroxiiacién Hallahan ef al.,
: Lo 1992
Nicotiana Cembrancides de tabaco &. C- 10y C-12 Hidroxilacién Amaperdal.
silvestris. Epoxidacifn 1993b
Reduccién
Ciclizacién
Dibencilbuiandlidos Cickizacifn Kutney, 1997
Nicotizng Terpenos 20p Reduccién Alfermann ¥
tabacum . I Hidroxilacién Reinhard, 1980
Monoterpenos Introducc6n adyacentea  Hirataetal.
- - - C=C de grupos oxigenados 1994
Geranicl Oxidacidn Carriere et al,
Isomerizacitn 1989
Reduccidn de grupos ceto Nakaroura efaf.,
1993
Verberona Reduccién unién C-C Hirata efal.,
1953
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Especie Sustrato utilizado Reacciones efectuadas  Referencia
Nicotiana Cetonas aromaticas o Reduccién de cetonas Akakabe y
tabacum Naoshima, 1994
Yoshihiko y
Naoshima, 1994
Naoshimay
Akakabe, 1991
Acetoacética &steres Reduccitn de esteres Naoshima efal.,
: ’ 1989
Naoshima y
. . Akakabe 1989
- Cetonas Reduccién de C=C Shimoda et aj.,
adyacentes a grupos 1995
carbonilo .
Monoterpenos Oxidacion hidroxilacién Gil et al., 1995
Papaver Flavonoides (silbina} 7-O-f- D-Glicosidacién, ~ Krenetal, 1998
somniferum
. Phalaenopsis sp. Reducci6n de grupos ceto Nakamuraefal,
- . o - 1995.
Phytolacca Reduccién de grupos ceto  Nakamura ef al.,
americand 1995
Pisum sativurm  Acidos grasos (entre 7 y a Oxidacién Adametal.. 1996
L T ISéwmosdecaIbono) - o : ’
Podophylhum Podoﬁlotoxmas Cidizadén oxidativa Kutney, 1997
peltatum L _
Raphanus -~ - HldIOXI— D- fenﬂghuna Oxidaci6n (Peroxidasas) - Guoeial., 1998
Rosa sp Progesterona Reducdién de dobles Alfermann y
enlaces Reinhard, 1980
Terpenos 3B, 20 o, 208 Reducdbn
] Reducdién
Silenealba  Betalainas Orto-dimetoxilacién de Viel et al., 1993
{papaveriva grupos aromdticos
isopapaverina) Deshalogenaci6n .
Solanum (S)-{-) ¥ (R)-(+) — Hidroxilacién Oxidacién ~ Vanek ef al., 1999
aviculare limoneno
‘Solama | Progesteropa, | <. Reducci6n de dobles - Alfermann y
fuberosum - - 0 valieio S ¢ 0 eplaces 7 Reinhard, 1980
) 38 Reducciton .
Glucosidacién Paper y Franz,
B 1989 '
Solaruom Hidroxilacién de g-metilos Miiblenbeck y
khasianum Barz, 1997
Solarum . 2-0-B-D-Glucosidacitn Syahrani ef @,
manmrosum 1997
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Especie Sustrato utiilzado  Reacciones efectuadas Referencia
Sophwra gustifolia Reduccidn de dobles Alfermann, 1980
enlaces
Thevetig neriifoliz  Glicosidos cardiaces Deglucosidacitn Alfermann y Reinhazd,
Deacetilacién 1980
Tripterygiuin diterpenos v Anflogos estructurales  Kuimey, 1997
wilfordii triterpenos
Cembranecides de C-15 Hidroxilacién Arnapetal 1993a
tabaco Epcxidacidn
Vitis vinifera Carotenoides Glucosidacién Dufresne et al., 1997
Geraniol C-CH Oxidacién Cormier vy Ambid,
E/Z Isomerizacion 1987

=0 Reduccién
C=C Reduccién

Dunalielle Monoterpenos Hidroxilacién Nomaefal., 1992
tertiolecta Reduccin de grupos
‘{Alga haldfita) aldehido

Fuente: Elaboradién propia

De acuerdo con las condiciones de reaccién, un sustrato especifice puede ser
convertido en diferentes producios. Por otro lade, un cuitive de cflulas puede
trasformar diferentes sustratos {Vanek ¢f al., 1999). El patrdn de biotransformadén

de los productos obtenidos deperde de las donas celulares empieadas
{Alfermann,1980).

las reacciones de biotransformacién con cultivos de cflulas vegetales se han
resuingide a la transformacién de metabolitos secundarios de origen vegetal, hay
pocos ejemplos de transformadién de productes fordneos siniéticarnente importantes
{Chadha ef al., 1996).

La mayoer parte de los estudios reportados son priebas a nivel Iahoratoric, $ehan
escalado a escala industrial sélo unos cuantos procesos de biotransformacién con
¢élulas wvegetales: un proceso productivo alternative para el Arbutin, agente
depigmentante de Shisedo Company, Japdn, gue consiste en una hidroxilacién de
hidroquinona realizada por €. roseus; un proceso similar efectuado por Raauwolfia
serpenting.; v la digifoxing produdda por 123- Hidroxilacién con Digitalis lanata. Los
costos de la sintesis quimica de las sustancias y de los proceso de biotransformacién
son muy similares {Berlin, 1997).
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b) Reacciones efectuadas

Las bioconversiones efectuadas con células vegetales han sido: acoplamientos
oxidativos, ciclizaciones, condensaciones, epoxidadones, des-metilaciones,
desacetilaciones, desglucosidaciones, desracemizaciones, formacién de ésteres,
glicosidaciones, hidrélisis, hidroxilaciones regioselectivas y enantioselectivas,
isomerizaciones, metilaciones, oxidaciones regioselectivas y enantioselectivas,
reducciones de dobles enlaces, reducciones de fundones aldehido, reducciones de
funciones carbonilo, reducciones de grupos ceto y saponificaciones.

Quizd la capacidad biosintética de los cultivos vegetales que més se ha empleado
es la capacdidad oxido-reductora del metabolismo primario (hidroxilaciones
regioselectivas de dobles unjones de carbonos, hidroxilaciones enantioselectivas,
reducciones estereoselectivas de grupos ceto y conversiones reciprocas de alcoholes
ciclicos y cetonas) {Vanek e al., 1999). Pero agui, igual que en las reacciones
anteriores, €l empleo de cultivos microbianos presentan ventajas importantes sobre
los cultivos vegetales: los cultivos microbianos utilizan medios nutritivos mas
simples y comparadas con los microorganismos, las <€lulas vegetales crecen muy
lento y los cultivos son muy susceptibles de contaminacién, lo cual las hace menos
adecuadas para los largos procesos de escalamiento usados en la industria (Miersch,
et al. 1999; Miyazawa ¢t al., 1995; Alfermann,1980). Por eso cuando una bacteria o

levadura efectGa la misma reaccién que un cultivo vegetal, se elige al cultivo
microbiano.

Ademas, la biotransformacién con microorganismos ha sido extensamente
aplicada a nivel industrial, para la producdén de 4cido aspértico, fumdrico, maélico y
en la Inter.-convencién de varios esteroides {Vanek ¢f al, 1999). Todos los
fermentadores y grandes biorreactores utilizados en la industria fueron disefiados
para ellos vy no cumplen con las necesidades de cultivo de las células vegetales,
bastante mas dificiles de satisfacer.

La pregunta obvia es: {pueden competir las plantas en este campo con los
microorganismos? La respuesta e$ afirmativa. Hay compuestos que requieren una
crientacién especifica que no puede conseguirse con microorganismos o condiciones
de reaccén dificles de conseguir. Por ejemplo, algunas reacciones efectuadas por
microbios, requieren estrictas condiciones anaerdbicas {Cada et al., 1996); existen
también reacciones que no son efectuadas por los microorganismos, como la
glicosidacién de sustancias extrafias (Berlin, 1997). Pero sobre todo, las bondades de
los cultivos de plantas se encuentran, en las especificddades sintéticas del
metabolismo secundario, que se han exploradoe muy poco.
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Las plantas a diferencia de les microorganismos, son capaces de glicosidar
susitatos extrafios. La formacién de glucdsidos conjugados es considerada un
procesc de de-toxificadén {Svahrani ef 4., 1997). La presencia de sacdridos ¢s una
caracteristica estructural importante, a la cual deben su actividad bioldgica muchos
compuestos naturales; la glicosidacién puede ser de alto valor medicinal; Ia adicién
de una moléculz de glucosa a un esqueleto no polazr, del carotenoide le confiere una
excepcional solubilidad en agua a sustancias hidroftbicas (Dufresne ef al,, 1997). Los
cultivos de células vegetales pueden ser una excelente herramienta para glicosidar
agliconas, cardendlidos, esteroides, colesterol, cardendlidos y compuestos fendiicos,
especialmente los flavonoides (Vanek, et 4l, 1999, Kren e 4al, 1998;
Alfermann,1980).

Algunas plantas forman glicsidos clanogénicos para defenderse de predadores v
parésitos, las hidroxinitriloliasas enzimas vegetales citopldsmicas -localizadas en ta
vacuola central de células del meséfilc v de la epidermis de las hojas- estin
involucradas en el metabolismo de estas sustancias. Estas enzimas se han aplicado
en la sintesis de cianohidrinas enantioméricamente puras. Las cianchidrinas son
importantes en sintesis porque dos grupos funciénales: el alcohel v el nitrilo, pueden
ser facmente converildos en un amplio range de productos gquirales: o-
hidroxiécidos v esteres; a-hidroxialdehidos v cetonas, B-aminocalcoholes v a-flucrs
nitrilos. Moléculas estructurales que estéan presenics en gran cantidad de producos
de las industrias: farmacéutica, veterinaria, agroquimica y alimenticia {Hickel ef 2/,
1996).

La conversién de fenoles libres, representa un mecanismo de detoxificacién,
detectado en distintos estudios, en diferentes especies vegetales (Sicbert, 1996).
Estas reacciones son desempenadas por peroxidasas, enzimas ampliamente
distribuidas en el reino vegetal que pueden encontrarse en vacuolas, tonoplasto,
plasmalema v dentro y fuera de la pared celular. Estas enzimas tienen una amplia
varicdad de funciones, que se hacen evidentes por la presencia de algunas
isoenzimas en diferentes compartimentos de la céiula vegetal. Hay enzimas
anidnicas y catiénicas. Las mdés acidas se localizan en la pared celular o en sitios
extracehuiares, mientras las formas catidmicas se diswibuyen tanio en la pared
celular como en compartimentos del citoplasma (Vitali ef 4f., 1998). El acoplamiento
oxidativo de fenocles es una reaccén muy importanie en guimica sintética, en
especial las uniones £-O & C-C. Las peroxidasas vegetaies pueden efectuar uniones
C-C, con alic rendimientos, sin necesidad de proteger grupos funcénales {Guo ef 2.,
1997).
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La resolucién de racematos de piridil alcoholes es importante para la industria
farmacolégica (Takemoto y Achiwa, 1998). Se emplean varios métodos quimicos y
biolégicos para preparar alcoholes dpricamente activos a partir de mezclas
racémicas como: resoludén Optica, oxidadén selectiva de un enantiGmero y
desracemizacién. Este Gltimo ¢$ ¢l método mas promisorio porque permite un 100%
de conversién del racemato inidal al compuesto quiral correspondiente (Takemoto v
Achiwa, 1998). 1la desracemizadén de alcoholes Spticamente activos, a través de
oxidacidnes sucesivas, puede efectuarse con muy alta eficienda, por cultivos de
céhias vegetales (Takemoto y Achiwa, 1995).

Los jasmonatos son un grupo de reguladores de crecimienio que estin
involucrados en varios procesos regulados por el ambiente: heridas, estrés osmatico,
salinidad, contacto y presencia de un patgeno. El &cido jasménico y sus metil-
ésteres se encuentran en numerosas plantas superiores. A partit de estos
componentes mayores, se forman por hidroxilacién, O-glicosidacién o conjugadén,
TUMErosos CoInpuestos  menores, tanto en plantas como en otros eucariontes
(Miersch ef al. 1999). La transformacitn de jasmonatos por cultivos de células

vegetales puede llevar a la formacién de nuevos compuestos quimicos con actividad
biol6gica.

Las plantas efectGan la o oxidacién de &cidos grasos en enzimas upidas a
membrana celular. Bl utilizacién de esta capacidad sintética de los vegetales, puede
ser muy Ttil en quimica sintética porque los a— hidroxidcidos son importantes
blogues de construccdn para la sintesis de glicoles actives, halo ésteres y epoxidos
(Adam et al., 1996).

c) Biotransformaciones de terpenos

Las células vegetales son muy hébiles para transformar terpenos exégenos (FPark y
Kim, 1998). Las reacciones de biotransformacién efectuadas con terpenos incluyen:
epoxidacién, glicosidacién, hidroxilacién, isomerizacién, oxidacién, reduccén y
saponificacién. Estas reacciones aprovechan tanto las capacidades anabélicas como
catabolicas de las especies vegetales.

La degradaci6n oxidativa es una ruta posible para el metabolismo de sustancias
en plantas. Este mecanismo se basa en la epoxidacién de uniones dobles. Pero, 1a
oxidacién de pequeiios texpenos cumple también funciones anabdlicas. Por ejemplo,
la oxidacién del escualeno por una monoc-oxigenasa y la posterior cidizadén por
una ciclasa forma el cidoartenol, que es el primer compuesto esteroidal en las
plantas (Kolbe ef ai. 1998). La glucosidacidon es también una ruta importante del
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metabolismo de los alcohicles monoterpénicos vy sus glucdsidos son compuestos
encontrados en aceites esendciales de plantas completas (Carviere ¢f 4l., 1989).

Se han hecho numerosos reportes de introduccién de grupos hidroxile a terpenos
por microorganismos como Aspergillus, Pseudomonas, Proactinomyces v cultivos de
células vegetales de Nicotiana tabacum, Dioscorea deltoidea, Myrtillocactis geometrizaws,
Mentha piperita, Nepeta mussinii v Selanum aviculare, por mencionar algunocs {Park ef @/,
1994; Noma et al., 1992). En las hidroxilaciénes y epoxidacifnes de terpenocs, estdn
involucradas las enzimas citocromo P-450 menoxigenasas (Hallahan ef al, 1992;
Park v Kim, 1998 Mithlenbeck v Barz, 1997; Hamada & 4l. 1994), enzimas

involucradas en procesos de detoxificacién de numerosas sustancias {Winter ¢f al,,
1997).

La intreduccién de un grupo funcional oxigenado en alquenos es una de las més
importantes reaccicnes de la quimica sintética. Hay experienda en la
biotransformacién de monoierpenos v cetonas alifdticas (Cada er el., 1996) por
introduccién de un grupe fundonal oxigenado en terpenos ({carenc y pineno),
empleando cultivos en suspensién de cflilas vegetales (Hirata ef al. 1994).

Los mionoterpenos son muy bmportantes para la indusiria de saborizantes y
fragandias. Hay mucho interés en investigar la biotransformacién regioselectiva y

wdiria AN

cnantioselectiva de monoterpenos naturales, para la obtendbn de sustancias
importantes por sut aroma o sabor {Arnarp ¢t ¢l. 1993b; Hamada ef al. 1994).

d} Opfimizacién de los sistemas de bictransformacion

I3 bictransformaci6n con vegetales puede realizarse con diferentes sisternas
celulares: plantas completas, 6rganos {rafces u hojas), cultivos de callos, cultivos de
células en suspensién, cultivos de rafces