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INTRODUCCION 

El cultivo in ::ti:t.t:Q de tejidos y células veget.ales se basa 

en un conjunte- de técnicas que PEd'"'rniten hacer ciertc• grado de 

manipulación en el proceso de morfogét1e.sis. d~ lc1s t.-=:Jidos vege-

tales. de tal manera que a partir de células sc•rnát.ic:as es posible 

la formación de un conjunto de células no diferenciadas idénticas 

entre sí y genéticamente tot.ipotenciales <cal lo). Este es un 

modelo que permite mayor control expe1-imer1tal eri el estudio del 

metabolismo int.errnediario ya que, además de la mayor hornogenei-

dad genética y fisiológica de las célLllas, 

y ambientales son fácilmente manipulables. 

los factores qUimicos 

Este sistema ha sido empleado en el presente trabajo para 

llevar a cabo cir1 estudio sobre el meta.bol ismo nitro9er1ado de 

!;;i!!!.t:bi!!!!:-'!!J!:b!J§ J:Q§~!J§, una planta productora de alcaloides a11tican­

ceri9enos de gran valor tanto medicinal c:orno c:omi&rcic..l. Et"'1t.r·e los 

alcaloides la vincristina (VCR> y la 

vinblastina <VBLl han sido empleadas con éxito en el tratamiento 

de la leucemia y otros cánceres humanos ~ se USiiln rut.ir1ariamer1t.e 

en las diferentes quimioterapias que se emplear, ac+;.t..~almet1te. 



OBJETIVO 

El objetivo de este trabajo es determinar la 

influencia del ácido ind61 acético en la síntesis de 

alcaloides, contenido de clorofila y en el 

comportamiento de las enzimas GDH, GS y GOGAT, durante 

el ciclo de crecimiento del cultivo de tejidos de Q~ 

~§!!.!!!· 



AllTl!:CHDENTES 

LA. PLANTA 

TÁXONOMJ:A: 

E1 Kénero ~ fue eatab1ecido por Linnec en e1 ano de 1753 

en su "Speci.ea P1a.ntarum". donde dietinKue aos especies: 

La descripción Kenérica asociada con su 

diaKnosis especifica apareció en 1754 en 1a Quinta edici6n de 

"Genera P1anta:1>um". donde ~ mJ..o= L. es el. 1ectotipo aceptado 

del. Kéne:1>0 (Stearn. 1966). 

Esta especie ~ecibe a~ferentea nombres de acuerdo a1 1UKa1' 

a onde se cul.tiva. ent~e l.os cual.ea tenemos: Vi nea. Vica:1>ia, 

Maedal.ena. pervinca. Te~ee~ta, Ma~avi1l.a, etc. Adem~s. ha ~ecibi-

dO l.OB siKuientes nomb:1>es científicos: Loohnera 

~. Cathoronthus rogeue y Atnmgca111a ~. Ya que esta pl.anta 

recibía tantos nombres científicos Stearn en 1966 decidi6 real.i­

zar una investi~aci6n para dete:1>mina:1> cuA1 era el. nombre cientí­

fico cor:1>ecto ~ encont:1>6 que desde 1920 ios botA.nicos convinieron 

en c1as1f1c81'l.a dentro de 1a f l.ora de ias Apocinaceas de 1as 

J:ndias occidental.es, con e1 nombre de cathoranzhye 1!QJliU.Ul. L.G. 
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(Don), nombre ya usac!o PO?? varios a.utot:'es. antes de que Ste_arn l.o 

tomara en l.966. 

Pichon (195l.) en Farnsworth, (1961). l.a cl.aeifica como ei&ue: 

Famil.ia 

Subfamil.ia 

Tribu 

Subtribu 

Secci6n 

Género y 
Especie 

DESCRIPCION: 

Apoc.1.;a.ceae 

Pl.umerioideae 

Al.eotoniese 

Catharan~hue G. Don 

Lochnera Pi ch. 

Es una p1anta sub&1"bustiva de Uo a 80 cm de al.to. de rápido 

crecimiento, ieftosa en eu base. con ramas erectas, hojas s~mp1es, 

enteras. opuestas. s~empre verdea, de 3 a 8 cm de 1areo por 1.5 a 

5 cm de ancho, au peciol.o es bidentado en su base. Fl.oree sol.ita-

r~aa o en parea, de coio~ rosa o b1anco, con e1 centro rojo o 

p(Jrpura oacuro. 

UTILIDAD DE LA ESPECIE: 

Es empl.eada contra diversas enfermedades en V<U'ioa pai.ees. 

Por ejempl.o. _en el. ·saivador, Cuba y l.aa Fil.ipinas l.as hojas se 

util.izan para iaa afecciones de l.& sarsanta y l.os ojos. En l.ae 

Fil.ipinas 1as raíces también se ut:l.l.izan como asente abortivo. En 

Vietnam l.as hojas, l.aa riúces·y l.a pl.anta compl.et& se util.izan 

para l.as evacuaciones intestinal.es. En Madas:ascar. 1ae ra1.ces v 



ia planta comp1eta, se ut~11zan como laxante y para el do1or 

denta1. En Sudáfrica 1a raiz y 1as hojas se ocupan para la 

menstruaci6n excesiva,.etc. (Fsrnsworth, 1961), 

.C.... roaeye, ea una planta productora de a1ca1oidea, entre 1os 

cua1es se encuentran pr~ncipalmente 1a vincrist~na (VCR, conocida 

antes como 1eurocristina) y 1s vinb1astina (VBL, conocida antes 

como vinco1eucob1astina). que han aióo empleadas con éxito, desde 

1963. en e1 tratamiento de ia leucemia v de otros cAncerea huma-

nos. 

Estas sustancias se presentan en 1as p1antas en muy pequenas 

cantidades (0.00025 ~). por 10 que se reQuiere de crandes canti-

dades de e11s para 1a producci6n comercia1 de1 medicamento: de 

VBL y VCR se obtienen 1.0 e y 20.0 mc/1000 Kc de p1anta respecti-

vamente. En M~xico, 1a·vcR y VBL se uti1izan en forma bastante 

amp1ia para tratar a1cunos tipos de 1eucen1ia y varias neop1aeiae. 

La VBL ea usada en e1 tratamiento de la.enfermedad de Hodckin y 

en ei neop1asma testicuiar. mientrae que 1a VCR exhibe actividad 

contra e1 1infoma de Bodckin. 1& 1eucemia 1infob1~tica acuda, e1 

tumor de Wi1msy y e1 nabdomioaarcoma. 

MBTABOITSMQ NITROGENADO 

E1 ni~r6ceno ocupa e1 4o. 1ucar en abundancia en 1os 

orcan~emoe v~voe v se encuentra en una eran cant~daa de compuee-

toa esencia1es ta1 como iae prote~naa. 1os éc~dos nuc1éicos v 

a1~unos reculadores de1 crecimiento de 1ae p1antas (LoYola-Varcas 
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et al., 1981). 

El nit.r69eno atmos~érico es primero f' i j adc• por algunos. 

rnic:roorganismos y . convertido en nitrógeno inor•;ánico redt..~c:ido 

el cual PL~ede ser oxidado por la flora del suelo hasta 

r1itrato <Loyola-Vargas et al., 1981)' en los nódulos de las 

raíces de las leguminosas es incorporado directamente le. 

síntesis de compuestos or9ár1ic:os nitro9et1ados. A este proceso de 

t.rar1sf<.>rmación del nitrógeno atmosférico a t~it.rógeno or•3ár1icc• 

reducido se le denomina fijación del 11itr69eno. 

L• i-educ:c:ión del nitrato a amonio se r&ali:za en dos pasos:-

los cuales son c~talizados por dos et .. :z::irnas difer~ntes: le. nit.rat1::i 

reduc:ti!<S& <NR>, que c:ataliza la c:onversi~·n de nitrato a r1itrito y 

l;;;. nitrito réduc:tasa <NiR>, que catal iza la reducción de nit.ritc• 

a amonio: 

+ + 
NO + .NADH + H -------> NO + NAD + H o 

3 2 2 
+ 

NO + 6 H' + 6 .. -------> NH + H o + OH 
2 3 2 

La. activida.d de la NR está considerada como un paso limitar.-

ta en la utilización del nitrato en las plantc.s (Brunett.i, 1976). 

Genera.llll@nte, la NR en plantas superiores es menos sensible a la 

regulación por a.monio. aunque s.. ha reportado una 

parcial en maíz y en raíz de algodón <Radín, 1',75>. 

El amonio resultante puede ser asimilado por dos vías dife-

rentas: la vía de la glutamino •ir1tetasa/9lutamato sir1t.asc. <GS/ 

GOGAT>, y la vía de la deshidrogenasa glutámica <GDH>. !Fig. ll. 
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RUTA DE ASIMILACION DEL NITROGENO EN PLANTAS SUPERIORES 

OXOACIDOS 

AMINOACIDOS 

, .-

úLUT AMINA J 
)/ GLUTAMATO J 
A2·0XOGLUTARATO' 

GLUTAMATO ( GLUTAMATO OXOACIDOS 
-NH·-· ~ . , ~ (,LUTAMINA) OXOGLUTARATO~AMINOACIDOS 

1 Nitroqendsd 
2 Nitratorreductasa 
3 Nitri torreduc tasa 
4 GOGAT 
5 GDH 
6 GS 
7 Transcminasa 

?:!.;:;. l. 



La Primera v1a as1mil.a inicial.mente al. amonio en el. amido de 

l.a el.utamina en presencia ae l.a GS, y a continuación l.a ~l.utami-

na reacciona con e1 2-oxo~1utarato. en presencia de 1a GOGAT, 

para producir dos mol.écul.ae de ~l.utamato (Mif l.in y Lea, 1976). 

Mientras que 1a se~unda v~a produce directamente ~!uta.mato. Una 

vez Que ei amonio se ha incorporado a una molécu1a or~Anica, como 

amino del. Acido ~l.uttunico, es el. erupo 

mol.écul.as or~Anicae pa~a formar loe demAs 

las enz~mae denominadas transruninasae. 

VIA DE LA DESHIDROGENASA GLUTAMICA (GDH) 

trana1ocado a otras 

aminoAciaoe mediante 

Harel. (1977) menciona en sus trabajos QUe l.a NR y l.a N1R 

estAn l.ocal.izadas excl.ueivamente en J.as cél.ul.as del. mesÓfil.o en 

hojas de ma~z y la GOH se encuentra en l& mem~rana ce1u1ar, por 

otra parta l.a GDH ha sido J.ocal.izada principal.mente en mitocon-

aria estando p:r;seeente en l.a hoja en ~randea cantidades 

(Wal.l.serove et al.., 1977). 

El. erupo de Rhodes {1976) h& aemostraao en experimentos con 

que cuando h~ concentraciones e1evadaa de amonio, 

l.& activic1&d de l.a GDH ae incrementa. Más recientemente demostra­

ron que l.& actividaa de l.a GDH ea inhibida por ATP, el. cual ea un 

sustrato para l.a GS y que el. ADP v el. 5'-AMP inhiben l.a actividad 

de l.a GS mientras Que s6l.o tiene un peque~o efecto sobre l.a GDH. 

Eetoa resul.tadoe ausieren que l.a GS podr1.a ser l.a enzima 

principal. para l.a aaimJ.l.ac1.6n Clel. amon1.o, cuando J.oe camb1.os de 

enercJ.a son al.toe. Sin embarso, cuando el. poténcial. bios1.ntético 
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ea bajo. los cambios de ener~ia reducidos ~ 1os niveles de amonio 

al toa. l.a GDH po<lr.1a ser mAa importante en l.a aaimil.aci6n <le 

amonio (Rhodes et al.., 1976). 

El. ¡¡:rupo de Oaks (19.80) encontró niveles al.toa <le amon:1.o y 

n1t~ato en có1ul.aa maduras de raiz de maiz y ésta podr~a ser la 

razón de Que la activ~dad de la GDH se vea incrementada en estos 

sitios (Oaks et al.., 1980). 

Naven y Hartmann (1980) reportaron que l.a m:1.tocon<lria de l.as 

cél.ul.as ve~etaies estA adap.tada para. as:Lmila.r amonio. al. menos 

cuando loe niveies de amonio :Lntracelular son eievados. También 

demostraron l.a participación de l.a GDH en l.a formación <le ¡¡:J..uta-

mato bajo condiciones si.mil.ares .i.n ~ usando precursores marca-
15 

dos con N. 

Los iones también pa~ecen tener una func:L6n regu1atoria 
2+ 

sobre 1a GDH. se ha reportado que el Ca mejora erandemente los 

nivel.es de GDH (Zel.eneva y Khavkina, 1980) y que l.a activ.1da<l 

enzimática aminativa se ve inhibida por el. EDTA, mi.entras que l.a 

desaminac.1ón. oxi<lativa no se ve afectada (Ta.kanashi y Farhashi, 

1983). 

La existencia de diversas isoenzimas de l.a GDH han 11eva<lo a 

proponer que 6ataa podrian tener una ~unción fisiol.~sica rel.evan-

te en 1as p1antas. se ha reportado que 1as isoenzimas de J..a GDH 

están exc1uaivamente 1ocalizadas en 1a matriz mitocondriaJ.. de 

R..1...a.wn gat$yym (Naven. 1980). ·También se ha observado que l.a GDH 

mitocondr1a1 ea aene1b1e a cambios en l.os estados fis1ol6¡¡:icos 
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de1 tejido. Yue (1969) reporta siete isoenzimaa de ia GDH para 

maiz. ias cuales se encuentran en mitocondria y_ son tlependientea 

de NAO • 

Observando lo ante~io~ poaemos deci~ Que aón no se encuentra 

ciara.mente determinada ia función de ia GDH en 1a asimi1aci6n de1 

~onio. pero es evidente que t1ene una funci~n relevante durante 

dicho proceso. 

VZA DE LA GLUTAMINO SINTETASA/GLUTAMATO SINTASA (GS/GOGAT) 

La e1utamino eintetaea cata1iza 1a a.midaci6n de1 eiutamato 

(Kanamori y Matsumoto, 1972). por medio de 1a sieuiente reacción: 

L-e1u.tamato + NH + ATP --------> L-~1utamina +·ADP + Pi 
3 

La GS es considerada 1a enzima responaab1e para 1a asimi1a-

ci6n primaria de1 amonio en ias p1antaa superiores. Esta enzima 

está presente en los cloropiastoe, loa cuales han s1do propuestos 

como e1 mejor sitio de einteais ~ nWll2. de 1os aminoácidos en 1as 

p1antaa superiores (Scott y Neyra, 1979), as~ como en el 

citop1aama (Hire1 y Gada1, 1980). 

Cuando e1 NH es reemp1azado por hidroxi1amina (NH OH), se 
3 2 

da 1uear a 1a formación de1 ,_ e1utami1- 1-hidroxamato: 

L-e1utamina + NH OH -------------> )'-~1utami1hidroxamato + NH 
2 3 

O'Nea1 (1973) observó que e1 mercaptoetano1 y otros compuea-
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tos su1fhidr~1o ~ncrementaban ia act~vidad de 1a enz~ma, en tanto 

Que en presencia de acetato feni1merc6rico ~ ácido hidroximercú-

ricofeni1su1f6nico ia actividad de ia GS en arroz fue inhibida en 

un 9ú y 85% respectivamente, sin embar~o ia enzima QUe fue inac-

tivada por pre~ncubaci6n con acetato feni1mercúrico 6 H~C1 • fue 
2 

reactivada por 1a ad1c16n de c1ste~na en un tiempo muy corto. 

Esto indica que 1a enzima posee Krupos su1fhidri1o esenciales 

para su actividad (Kanamori v Matsumoto. 1972). 

En 1975 Givan demostr6 que ia síntesis de K1Utamina en ia 

oscur1dad~ ocurre s61o en presenc1a de ATP. y que ia fotoconver-

si6n de K1Utamato a K1utamina fue inhibida por concentraciones 

mi1imoiaras de amonio v nitrito. La síntesis de K1Utamina depen-

diente de ATP en 1a oscuridad no fue inhibida por iones amonio o 

nitrito. 

La actividad de 1a GS es también inhibida por AMP. CTP, 

K1icina v aianina, esto p~ede indicar una posib1e autonomía en 1a 

biosínteais de ias purinas v de 1as pir:l.midinas (Havstead, 1973). 

En 1980, Barrat encontró que en cebada. aova y arroz había 2 

diferentes formes de GS. Posteriormente en 1981 encontr6 ~uc en 

haba existían 5 diferentes formas de GS: GS V GS 
1 2 

en e1 citop1asma v en ei c1orop1aeto. GS 
ú 

V GS 
5 

se encontraban 

1a GS fue 
3 

observada en ext~actoe de ra~z de p1Antu1aa de tres semanas de 

edad. que estuvieron expuestas a un pretratam1ento por 2a 

con NH C1 o con urea (Bsrrat, 1980). 
4 

Kretovich (1981) observ6 que cuando se infi1traban 

11 
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amonio dentro de la hoja intacta había un incremento en 1a acti-

v:ldad de l.a GS, tanto en 1a dei c1orop1asto como en J.a. del. 

c:ltosol. (Kretov:lch et al.., 1981). 

En 1979, Tempest encontró en la bacteX"ia Aerobacter ~ 

1a GOGAT como una enz1.ma actuando en una ruta a1terna 

para J.a aaim:ll.ac:lón del. amon:lo junto con J.a GS. También demostró 

que cuando el. amon:lo es l.:lm:ltante en el. crecim:lento de A.... wu:.c.:. 

J.os nivel.es de GS y GOGAT suben y J.a GDH disminuye, La. 

GOGAT procede de acuerdo a J.a s:l~u:lente reacción: 

L-~l.utam:lna + a-KG NAD(P)H -------> 2 L-~J.utamato + NAD(P) 
o o 

Fd red Fd red 

Lea y Mifl.:ln encontraron que J.a GOGAT dependiente de ferre-

dox1.na.. ioca1izada en los c1orop1astoe, depende de J.a J.uz para 

poder efectuar J.a convers:lón del. 2-oxo~J.utarato a el.u"t:arnato 

(M:lfl.:ln y Lea, 1976). 

El. NADH y el. NADPH son ef ic:lentes donadores de el.ectrones 

para J.as enz:lmas que se obt:lenen de extractos de endospermo y 

ra:lcee de maiz (Oaks et al.., 1980), s~n embar~o en so~a se ha 

encontrado que l.a act:lvidad de J.a GOGAT es mucho mayor con NADH 

que con NADPH (Storey y Reportar, 1978). 

La GOGAT al. :l~ual. que J.a N:lR requiere ferredoxina para su 

actividad, J.a cual. es producida. en J.os cl.oropl.astoa en presencia 

de J.uz, en 1a ra:lz ex:lste una proteina 'sim:ll.ar a J.a ferredoxina y 

que func~ona como fuente natura1 de donac1.6n de e1ectrones para 

J.a N:lR y J.a GOGAT (Rathman y Edwards, 1976). 
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CULTIVO w;. U.:U.ll.QS. VE:GE:TAI.Ef: 

En 1a actua1idad e1 cu1tivo de tejidos ve~etaies ha toma.do 

zran ~e1evancia, debido a que se basa en un conjunto de metodo1o­

~ias y técnicas de laboratorio que pueden modi~~carse y adaptarse 

a distintas especies ve~eta1es, además, de·paseer muchas ventajas 

v aplicaciones taies como e1 permit~r cierto ~rado de manipu1a­

c16n en e1 proceso de morfocénesis de 1os tejidos ve~eta1es. de 

ta1 manera Que a partir de cé1u1as som~ticas es posib1e 1a forma-

ci6n de un conjunto de cé1u1as no diferenciadas, idéntica.a entre 

si y zenética.mente totipotencia1ee (ca11o): minimizaci6n de va-

riab1es de tipo medio ambientales, ea decir, se puede tener mayor 

control sobre 1a iuz, hlll"edad, temperatura y composici6n de1 

medio de cu1tivo (medio nutritivo); asi mismo. se puede reducir o 

e1iminar ia presencia de bacterias y honzos contaminantes y 

principa1mente se da iuzar a 1a producci6n de sustancias quimicas 

Citi1es. 

Hn senera1, 

eizuientes puntos: 

podemos resumir 1as vent~as de1 CTV 

a) Condiciones contro1adas 

b) Se1ecci6n de variantes 

c) Independencia de1 medio ambiente 

d) Librea de contaminación 

e) Estado fieio16Kico uniforme 

en 

f) Obtenci6n de nuevos co~puestos (Loyoia-Varsas. 198U) 

1os 

A pesar de dichas &P1icaciones y ventajas. cabe menc~onar ia 

existencia de c~ertoe prob1e.mae como son: 
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a) Ineatabil.iaaa ~enética 

b) Poca proaucci6n de sustancias de interés 

c) Lenta vel.oci.dad de crecimiento del. cul. tivo 

De 10 anterior podemos deducir que un CTV puede eei::- el. 

crecim~ento productivo de una masa de cé1uJ.as ve~eta1ea 

al.~ún tipo ae medio nutritivo. 

La principal. razón de util.izar cuJ.tivos de tejidos es 

sobre 

par-a 

tener un mayor conocimiento acerca ~e 1as propiedades de 1as 

céJ.ul.as aisl.adaa (cul.tivo) de J.a pl.anta y en J.a medida que conoz­

camos ésto, tener mayor información acerca de 1as propiedades e 

interrelaciones de J.aa céJ.uJ.as dentro de J.a pl.anta (Dennia. 

1976). 

Para establecer un cu1t~vo ..1n ~ de cualquier especie, se 

puede util.izar un sistema de ensayo y error (Gambor~ et a1., 

1976) o bien buscar bibl.io~rAficamente al.~ún medio adecuado uti-

J.izado en al.~una fsmiJ.ia cercana a l.a especie en estudio y probar 

ese medio para observar si da o nO resultado, si el. resul.tado ea 

ne~ativo se pueden hacer var~acionea y vol.ver a1 

ens~o :v error. 

OBTENCION DE UN CULTIVO DE TEJIDO: 

sistema de 

Como mencionamos ante~iormente, al. tejido inc1if'erenciado 

creciendo sobre un medio s6J.ido se J.e J.J.sma cal.J.o ~ su inducción 

se efectúa ~eneral.mente pJ.antanao un trozo de tejido dif'erenciado 

estéril. sobre un medio nutritivo ~el.if'icado con a~ar y al. cual. se 
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han a~re~ado fitorre~u1adores. El. cal. l. o puede cu1tiva.rse 

t:t>ansfiriéndol.o todo o una parte a medio s6l.ido f:t>esco con e1 

objeto de que adquiera un crecimiento rApido y una consistencia 

suave. a esto se 1e conoce como resiembra. Dependiendo de J.a 

p1anta de que provienen loa ca11os pueden ser blancos. amari11en-

tos. verdes o pi~mentados con antocianinas (Dodda y Roberts. 

1982). 

Las dife:t>encias en el. medio de cul.tivo, e1 medio ambiente. 

edad. ori¡¡;en cel.ul.ar y tasas de crecimiento puede expl.Ícar el. 

comportamiento de una l.ínea en particuJ.ar v no necesariamente 

representar una caracteristica ~enera1 de 1ae células ve2eta1es 

en cul.tivo. Condiciones mAs uni~ormes en cul.tivo pueden ayudar a 

obtener datos ~ observaciones mAs comparables. 

Existen tres factores en particular. los cuales ~obiernan 

J.os sucesos de loe cu1t~vos ce1u1aree y éstos son: 

exp1ante. el. medio de cul.tivo y l.as condiciones 

ori¡¡;en del. 

ambiental.es 

(Gambo:t>¡¡; et al.., 1976): 

b) 

expl.ante. La producción 6til. de caJ.l.os 

aubsecuentemente 1.a re~enerac~6n de 1a p1anta es dependien~e. 

en parte. de l.a cal.idad asociada con 1os expJ.antes usados y 

éstos eatll.n rel.acionados con l.a condic~6n de ia fuente ve¡¡;e-

ta1. ea deci.r, que el.l.a haya ten~do buenos :requer:tmientoa 

nutriciona1es antee de ponerse en cul.tivo de tejidos. Laa 

pl.antas j6venes proveen l.oa· mejo:t>es exp1antes. 

Medio de cul.tivo. Dependiendo de l.a P1anta que ee esté es-
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e) 

tudia.ndo. se util.izarA al. medio de cul.tivo adecuado, por 

ejemp1o, existen diferentes medios basales como e1 de 

Muraah1.ste, el. de White, e1 de Ga.mborg-, etc., l.os cu a.lea 

pueden util.izarse tal. como dice su preparación o se l.es 

pueden hacer ciertas modificaciones de acuerdo a iaa necesi-

dades de 1a pl.anta en estudio. 

Cond1.ciones a.mb1.enta.1es. Estas se refieren a ias condiciones 

ambiental.es que necesita e1 cul.tivo para su desarro1l.o 6pti-

mo, teniendo en cuenta Que pa~a este desarro11o, existen 

tratamientos de precu1tivo reaiizados sobre ia p1ant& fuente, 

y posteriormente para el. cul.tivo in. ~. se tiene un con-

trol. eob~e a.1~unae var1.ab1es ta1ea como: temperatura Cran~o 
o 

óptimo 25-27 C), fotoperiodo, intensidad l.uminosa. humedad, 

etc. (Sta.ba, 1980). por supuesto Que todos estos ~actores 

var~an dependiendo de 1a especie ve~etal tratada. 

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE LOS CTV 

Aunque l.as pl.antas compl.etas tienen requerimientos simpl.ea 

pa.roa. BU crecim:l.ento, l.os cu1tivos de tejidos ve~etal.es tienen 

necesidades mAs compl.ejas, es decir. reQuieren de macro y micro-

nutri.entes. ta1es como vitaminas, hormonas, ~uantes de carbono. 

ate., ya que J..n ~ son sintetizadas por al.c6n 6rcano de l.a 

p1anta v transportados hacia donde son metabol.i%ados. en tanto 

que en l.oa CTV no. 

Los mad~os basal.es de MurashiKe y Skooc (MS). Gambor~. 
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Mi11er y Oj~ma son mée adecuados para un amp1~o rango de p1antas 

~ para la promoc~6n de or¡¡canoKénes~a en cu1t~vos. Se deben encon-

trar concentrac~onee adecuadas para que haya un crecimiento de 

1as cé1u1as cu1tivadas para cada especie. Genera1mente e1 medio 

MS presenta una ao1uci6n de sa1es, ias cuales ayudan a mantener 

e1 crecimiento de mAs cé1u1as en cu1t~voe ve~eta1es. A1¡¡cunos 

iones, como e1 ~6n amon~o. tamb~én puede presentarse en e1 medio 

de cuit~vo en a1tas concentrac~onee en todas 1as Plantas y desa­

:rro11a:r tejido .1n. ~ en todos 1os estadios. E1 asre~ar fosfato 

monobAsico de sodio en 1a so1uci6n de ea1es de1 medio MS ha 

:reeu1tado benérica para a1sunos tejidos. E1 medio MS en compa-

:ración con otros med~oe presenta mayor cant~dad de microe1emen-

tos. E1 acresa:r asentes que1antes, como e1 EDTA. ase~ura Que e1 

hierro sea capaz de quedar en so1uci6n en un amp1io ran~o de pH 

(Seab:rook et a1., 1976). E1 efecto de Promoción de1 crecimiento~ 

1a se1ectividad de1 medio de cu1tivo para tejidos ve~eta1es son 

dependientes de1 pH, por 1o cua1 1os medios de cu1tivo son usuai­

mente ajustado• a un ranso de pH de 5 a 6 antes de 1a adición de1 

asar. 

Las vitaminas son importantes para que h&Ya un buen crecí-

miento ;La.: ~ de1 cu1tivo de tejido, 1a mAa amp1iamente usada 

ea 1a t1.am:l.na-HC1. Las concentraciones de nitr6seno ~ potasio 

parecen aer importantes para 1a embr1.osénee:l.e eomAtica. 

La ••caroaa se uti11.z.a como f!'uente de carbono, que es 

abso1uta..ente neceaaria para 1& mayor1.a de 1oa tej1.dos, mu~ pocas 

cé1u1as aon autot:r6r1.cae .1.n .ll.1..:t.J:g. La •acaro••· en concentra-
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cianea de 2 a 3% es comúnmente usada como fuente de ca~bono. Hay 

evidencia de que ia producción de a1¡¡:unos metabo1itos obtenidos 

de cu1tivo de tejidos ve¡¡:eta1es pueden ser afectados POI:' 

concentración de 1a sacarosa (Tabata, 1977). 

Los re~u1adores de1 crec~miento. en plantas intactas, actúan 

para re~u1ar y coordinar ·procesos 1os cuales ayudan a1 desarro11o 

normai de ia p1anta. E1 crecimiento, 1a diferenciación de1 tejido 

y las cé1u1as. as~ como e1 metabo1ismo secundario. son a~ectados 

por los f~torre~u1adorea. E1 a¡¡:re¡¡:ar re¡¡:u1adores de1 crecimiento 

a1 medio de cu1tivo, no es siempre neceear~o para cu1t1vos de 

O:· ca11o. 
'(!.·, ., . 

Sin embar~o. e1 suministro de dichos re~u1ado~es es uauai~ 

• '!lent;e ob1ieado para cu1t:l.vo de ca11os en ios cuaies se requiere .. 
un incriítnento en 1as tasaa de crecimiento u or¡¡:ano¡¡:énesis. Muy 

pocas p1antas en cu1tivo in~ producirán ca11os abundantemen-

te en la ausenc~a de reau1adores de1 crecimiento. 

E1 Acido :1.ndo1acét:l.co es 1a auxina ¡¡:enera1mente mAs usada 

para e1 cu1tivo de tejidos ve¡¡:eta1es debido a sus poco~ ef'ectoa 

adversos sobre 1a or¡¡:ano¡¡:6neais. Si bien e1 Acido 2, 4-dic1orofe-

noxiacético también es amp1iamente uti1izado. 

Las citocininas aon un se¡¡:undo ¡¡:rupo da resu1adorea de1 

crecimiento en donde 1aa mAa usadas son 1& c:l.net:l.na (K) :v 1a 

benzi1aminopurina.(BAP), esta ú1tima tiene part:l.cu1aJ:>mente efecto 

en 1a dominancia apica1 en brotes axiiares ;v sobre 1a pro1if'era-

ción de brotes inducidos :1n. ~ (Staba, 1980). se ha reportado 

que e1 ba1ance de nive1es de auxina :v citocinina, son necesarias 

para e1 contro1 de1 crecimiento :v ia oreano¡¡:éneais .ill ~-
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Loa aminoAcidoa y ias amidas pueden ser uti1izadoa para ei 

cultivo de tejidos ve~eta1es de a1~unas eepec~es. Las mAs uti1i-

zadas son L-aspara~ina, L-Acido aspArtico, L-arcinina, y L-~1uta­

mina (Huanc y Murashi~e. 1977). 

La fuente de nitr6~eno estA dada por e1 amonio y ei n.itrato, 

ademAa se sabe que 1os Acidos citidi1ico v cuanidi1ico sirven 

para mejorar ei cultivo de ca11os. 

CULTIVO DE CALLOS 

E1 cu1tivo de tejidos ve~eta1es puede rea1izarse en un medio 

nutritivo so1idii'icado con ag;ar, en donde e1 .tejido forma un 

ca110 o masa de cé1u1as en pro1ii'eraci6n. 

para inducir y mantener iineas ce1u1aree 

1975). 

ei cuai ea· conveniente 

(Gamborc y Wetter, 

Este c&J.10 representa un crecimiento re1ativamente 1ento. 

Las nuevas cé1u1as son formadas en 1a periferia de ia masa de1 

ca110 ex1atente. iae cua1ee se encuentran aomet~das a un ~radien-

te nutricionai que va desde 1as cé1u1as que estAn en contacto 

directo con e1 medio hasta 1as que crecen en 1a superficie de1 

ca110. 

cuando .un ca11o se deja crecer Por mucho tiempo en ei mismo 

medio, 1oa nutrientes esencia1es de1 medio son consumidos por e1 

ca110 &1 icua1 que hay pérdida de acua de1 acar y secresión de 

metabo1itoa por e1 ca11o, por ~eta raz6n heN que resembrarlos en 

medio i'reaco después de un cierto tiempo para que éstos no mueran 

v crezcan en mejores condiciones. 



I..QS. ALCALOIPI!:S 

Los alcaloides son compuestos nit:t'ozenados. presentes en las 

plantas, que frecuentemente producen respuestas fisio16~icae al 

ser administrados a mam1feros. Este término se ap1ica a una 

hetero~énea coJ.ecci6n de bases de la.a que se excl.u~.ien 

purinas y a 1ae pirimidinas. 

Ca=tbapanthpe ~. ea una planta Que contiene casi 

a 

1os tipos de a1ca1oides derivados de1 indo1, y que ha sido 

1as 

todos 

es-

tudiada en forma muy sicnificativa durante 1os 01timos 20 anos. 

Los primeros compuestos a.:lalados de ia pJ.anta ente~a fueron 

1a vinco1eucob1astina (vinb1astina) y 1a 1eurosina, pero otras 

fracciones demostraron tener aón m~or actividad farmaco16cica. 

Posteriormente se encontraron 1a vincristina y 1a 1eurosidina. A 

1a fecha se han reportado cerca de 200 al.ca1oic3ea, compxsenc:11.d:os 

dentro de 1oe tipos Corvnanthe, Iboca, Aspidoaperma y Strichnos, 

con patrones estructurales d~ferentes entre si. 

Tanto vincristina como vinb1astina (Fic. 2 ) pertenecen a1 tipo 

~sp.:ldosperma, Que tiene como precedentes inmediatos a 1a 

vindo1ina v a ia 16-a-carbometoxive1banamina:a1ca1oidee re1ativa­

mente menores va que su producción en 1a p1ant& ea de 1 e y 20 

me/ 1000 Ka: de peso f~eeco, respectivamente. Ambos han demostraao 

ee~ también acentes va1iosos en ei t~atamiento de enfermedades 

neop1ás1cae humanas, ao1oe o en recimenes combinados. 

E1 mecanismo de acci6n de estos a1ca1o1des se 11eva a cabo 

inhibienao ia sinteeis de ios ácidos nuc1é1cos, de ias prote1nae 
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Figura 2. 

y de los 

VCR °R= -COH 

-- VLB 

Las estructuras de la VLB y la VCR difieren sólo en 
la segunda contiene un grupo formilo en lugar 
metilo unido al nitrógeno del dihidroindol de 
m~l•cula. 

que 
del 
la 

su efecto en la sintesis prot•ica está 

prababl .. 111ente relacionado con su capacidad de unirse a los ribo-

•o•a• y a sus subunidades 9 originando la precipitación de comple-

Los alcaloide• de k._ ro••Y•• 

rios especifico• del ~iclo celular, bloqueando la metafase en la 

•i4;os'i•J · ..... ~.-~"Yiea4•·bh•·l61fi-ca· se· eicpl-ica -por su ··capac:-i<ta<:t de 

;f"i-Jarse··a ·la protei-na tubul"ifta 9 un co11tponente· c:-:tave de los micro-

inte.rru111pe por la disrupci6n de los 111icrot6bulos del aparato 

111it6tico. 

En 1971, Ke•pis, Hesse y Sch111id, discutieron sobre un nuevo 

enfoque para-la clasificación de los alcaloides del indol basado 

en el estableci111iento de su biosintesis. De este modo 9 los alca-

loidea fueron divididos en 5 clases v dentro de cada clase se 

desarrollaron varia• subclases. 
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E1 triDto~ano es el precursor biosinté~ico de todos es toa 

aica1oidea, pero excepto para loa a1ca1oides mAs simples, ea raro 

que sea 1a 6nica fuente de carbono. Frecuentemente varios de 1os 

carbonos son duministrados por otra fuente de carbono, 

una unidad de monoterpeno. 

tal. como 

El. triptofano ea descarboxi1ado por medio de 1a triptofano 

descarboxi1asa para dar 1a triptam~na. La triptofano descarboxi-

1asa es l.a primera enzima que cata1iza a1 metabo1ito primario L­

triptofano hacia 1a aintesis de •1os metabo1itos secundarios. Esta 

enzima ha sido extraida a partir de .>;..... roeeus y ha sido parcia1-

mente purificada por precipitaci6n con eu1fato de amonio y fil.-

traci6n en cei. La actividad de l.a triptofano descarboxi1asa 

parece ser uno de ios factores que re~u1an l.a bioeinteeis de l.os 

a:l...caioj.dee en ~ roeeue. 

Observaciones recientes muestran que l.a sinteais de l.OS 

a1cal.oides del. tipo Aspidosperma e Ibo~a. {Kurz, 1981) ios cual.es 

aparecen mAs tarde en l.a via biosintética, pudieron l.l.evarse a 

cabo después de que l.a formación de l.os al.cal.cides tipo 

Corynanthe ha al.canzado un mAximo. 

Se ha demostrado que ios cul.tivos de tejidos vecetal.ea han 

sido 6til.es para estudiar l.ae propiedades v recul.aci6n de vise 

metab6l.icae en el. metabol.ismo secundario (Hahl.brock, 1976). Re-

cientemente se ha p6dido estimul.ar l.a biosintesis del. a1cal.oide 

ind6l.ico ajmal.icina en cul.tivos en suspensi6n de i;;..._ roseue modi­

ficando l.as condiciones del. medio de cul.tivo (Knobl.och, 1980). 
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L3 rroducc16n de alcaio!dea en cu1t1voa ce1u1area puede ser 

considerada como un proceso de dieerenc~ac~6n eobernado por las 

cond1c1onea ambientaiea ae1 como por e1 eenot1po d~1 materia1 en 

cuestión. Mientras QUe las condiciones amb1entsiee que pueden 

inducir a 1ae cé1u1as eJl cu1t1vo a s1ntet1zar y acumular aica-

lo!des han o ido bien descritas, ia se1ecc16n de un 

prometedor requiere una continua inveat1aac1ón (Kurz, 1981). 

Se ha observado (Kutne~. 1981) que loa cultivos de células 

de d1rerentes plantas, aún derivados y ProPacados de 1a misma 

manera. muestran direrentes vias enzimAticae, quizás debido a la 

pérdida o canancia de actividad de alaunas enzimas. 

Un estudio de mAa de 400 cal1oa y cultivos en suspensión de 

~ rgaeya. detectó que la composición de loe alcaloideo parecía 

ser eepec1rica para eada linea celular (Roller, 1978). 

Se ha encontrado que el contenido de alcaloides es óptimo si 

a2 crec1m1enco ea iniciado Por un ~n6c1J1o Que ee encuent~e en la 

raae locaritmica de1 crecimiento ~ con un indice mit6tico alto 

(Kutney. 1980). se ha demoatrado (Kurz. 1981) que el porcentaje 

de los a1colo1ded por era.mo de peso seco se ~ncrementa con el 

~1empo, eon una produec16n 6ptima a las 3 ó b eemanas. con rea-

pecto a loa periodos m4• temprano• aei crecim~ento del cultivo se 

demuestra un 1ncramento m6a r6Pido en la b1oeintee1s do la ajma-

lic1na ~ de la voh1mbina Cram. Corvnanthe) que la observada para 

la vindo2ina (ram. Aap1doeperma). 

Ls ma~orts de loa estud~os se han concentrado en el met&bo-



i~smo de ios a1ca1oidee monoméricoa. sobre todo en ia &jmalicina, 

cuva ruta metabólica ea paralela a 1a ruta hac~a VCR ~ VBL. 

En 1& ricura 3 se observa la ruta biosintética de la eetric-

tosidina. ia cual tiene una runc16n clave en la b1os1ntesia de 

los aicaloides de !;.... ~- Como se ~ndica, el nitr6ceno es 

derivado de 1a triptamina v ei resto de ia molécula de un 

monoterpeno1de tipo Cor1nanthe. el cluc6e1do 1r1do1de:secolocan1-

Picura 3. Bioe1ntee1s de la eatrictoeidina. 

La en&1ma Que h1drol1&a al seraniol v al nerol a loe dari-

vados 10-hidroxi. ea una oxicenesa del crupo citocromo 

esta enzima se encuentra localizada en vacuolaa o provacuolaa. 

Por otra parte as h• encontrado a una enzima Que catal1za la 

reacc16n de ceraniol a ceranial, y de nerol a neral. en ls Drc-



nencia de NAO• 6 de NADP+ y 1a reacción inversa cuan~o se usa 

NADll 6 NADP!l. Esta oxidación puede estar invo1ucrada en 1a bio-

111ntee1e. ~si vez como un intermediario entre e1 10-hidroxi~e-

ranio1 (6 nerol) y e1 Acido lo~Anico, 

sido comprobado. 

pero eare punto aún no ha 

Después de Que ha sido producida 1a aeco1oKanina a partir 

de1 ácido 1o~An1co; ha.Y una condenssci6n enzJ.mAt1.ca estereoespe-

cirica de la tripcamina y la secoloKanina. para dar eatr~ctosid~-

na. Ee~a condenaac~ón ae iievs a cabo po~ medio de una enzima 

conocida cooo eatrictoeidina sintetasa. La estrictoaidina re-

euitante tiene una eRcereoqu~mica 3-a. ésta ea 1a conei~urac16n 

que me necesita para 1& rormaci6n biosint6tica de loa a1caloidea 

1nd6l1cos monotorpenoides. Ls eatr~ctos~dina ea de~lucos~1ada por 

medio de una ~lucoaidasa. 

Rn 1979 Lee v Hirata encontraron que a partir de catenamina 

•• llevaba a cabo la converai6n a ajma11cina • por medio de 

enzima caten&::11no reductaaa, 1a cua1 es dependiente de NADPH. 

A paJ:'t:1r de a.1ma11cina ~ hAeta la bioc1nt:eais t'1.11al de l.oa 

aica1o1dea de~ rgeeua no ea conoce exactamente cu•ntas y cuéiea 

•on laa enz~ma. QU• ~nte~vieneni •61o se conocen A2Kunoe 1nterme­

a~ar1oa. como •• •u••tra en 1• rt~u~a U. 
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RATKRXALltS 

MATERIAL DE VIDRIO: 

-Matraces a~oradoa -vasos de precipitados 

-Mat~aaee er1enmeve~ -Pipetas 

-Tubos de cu1tivo -Frascos eerber 

-Pipetas pasteur -Ca;!ao petri 

-Probetas 

MATERJ:AL GENERAL: 

-Espátu.1aa -Gasa 

-A1cod6n -Piaetaa 

-Pinzas de d1secc16n 

KQUIPO• 

Potenc16metro Beckman 

P.iacaa de ca1entamiento v acitaci6n 

Centrifuca Beckman ~A-21 

Kapectrofot6metro Car1 Zai•• 

Licuadora oaterizer 

Ba1anza ana11tic& 

Ba1anza cranatar1a 

Bafto ma~~a de temperatura constante 

Acitador vortex 
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Camr•ans d<!' flujo laminar 

Ref'ri¡ierador 

Con¡celador 

Cuarto de cultj.vo 

Autocl.a.ve 

rITORREGULADORES: 

- AlA (Acido 1ndo1ac6tico) 

BAP (benci1 amino purina) 

REACTIVOS; 

Loa r•activo• ut~11zadoa rueron todoe de ~~ado reac~ivo. de 

ELABOBACION J2El. ~ ~ CULTIVO 

l!:n un matraz con aaua deeti1ada en acitación se acrecaron 

la• aolucionee que •• mueat~an en el a~6nd1ce. Posteriormente en 

vaaoa de precipitado con aaua en acitac16n ae acrecaron ios 

~itorrecu1adorea. lo• cuale• previamente ~ueron llevados B un pH 

•cido. a continuación •e mezclaron con ias soluciones ~ se ajustó 

•1 pH a 5.6. En ••cuida ea aarac6 1& aacaroaa, •• aaper6 a que se 

diao1v1ara ~ ea a~or6 a ia cantidad requerida. A continuación se 

el. cual deba haberse lavado al menos 3 vocee con 

aeua haeta que adquiera un colo~ b1anco. ~ •e p~oced16 a ~undir a 
o 

una temperatura aproximada de 50 c. 

PosteriorMente ae vaci6 an 1oa tubos de cu1tivo (8 ml en 
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e/u), se taparon con pape1 a1umn1o y se autociavearon s 121oC 

durante 15 minutos. 

Cada mee ee deben hacer soluciones nuevas, para ev11:ar Que 

ha.va precipitaciones ~ contaminación en las eo1uc1onee stock. 
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lllETODOS 

DETERMINACION DE PROTEINAS: Método de Peteraon (1977) 

Soluciones stock: 

- Cobre-tar~ra~o-carbonato (CTC). A una eoltic~6n a1 io%.de carba-

nato de aod1o. la cual está en a~itaci6n,_ se ie ª"ade sulfato 

de cobre-tartrato pa~a da~ una concentración r1na1 de 0.25", 

Esta aoluc16n ee eatab1e por 10 menos 2 meses .. temperatura 

ambiente. 

- Oodec11 aulrato de aod1o a1 10" (SOS) 

- H1dr6x1do de sodio o.8 N 

- Fo11n C1oca1teau 

Solucionas para trabajar: 

- Deaox1co1ato de aod1o al 0.15• (DOC) 

- Acido tr1cloroac6tico al 72" (TCA) 

- AlbClmina (BSA) (0.5 m11:/ml), se prepara mezc16ndo1a junto con 1· 

m&/ml de azida de oodio <como a11:ente ant1bacter1ano, no inter-
o 

riere) ~ se almacena 8 -70 e en peQuenaa a11cuotaa. Sirve para 15 

<li&B. 

- Reactivo A: 

.Y H O 
2 

- React1vo B: 

Mezclar partea ieuales de los stock CTC. NaOH. SOS 

1 volumen de reactivo de Polin Ctocalteau.mezclado 

con 5 volQmenee de &KU& (ee eatable a temperatur~ ambiente OQ 
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debe colocar en eraeco Ambar). 

Proced:l.m:l.ento: 

1) La muestra, Que contenca 5-100 µ~ de Droteina. se lleva a 1 

m1 con a11;ua dest11ada 

2) Ad:l.cionar 0.1 ml de DOC a1 0.15~ 

3) Dejar reposar 10 m~n a temperatura ambien~e 

4) Enfriar 5 m:l.nutos 

5) Ad:l.cionar 0.1 ml de TCA a1 72~ prev:l.runente frio; mezc1ar 

6) Enfr:l.ar 20 minutos 

7) Centrifu11;ar a 3,000 x e durante 15 minutos 

8) Deacar-tar ei aobrenadante y dejar el tubo boca abajo 

eecurr:l.r. La pasti11a queda pe11;aúa en e1 fondo del tubo 

9) A la past:l.l1a ae ie ad:l.c:l.ona 1 ml de react:l.vo A m~s 1 ml 

aeua, mezciar y dejar 10 minutos a tempe~a~ura &mbionte 

·10) Adicionar 0.5 ml de1 react:l.vo B ~mezclar 1nmed1etemente 

11) Dejar 30 minutos en reposo 

12) Leer ia absorbancia a 750 nm 

DETERMXNACXON DE LA ACTXVXDAD DE LA GS 

de 

La actividad se m:l.di6 med:l.ante una mod:l.ficac16n del m6todo 

de Kanamori y Matsumoto (1972). La mezcia da reacción contenia: 

Tria-HCl so.o mM 1.5 ml pf{ -7.5 

ATP 6.6 mM 0.2 ml PH -7.0 r.p. 

G1u-Na 192.0 mM 0.5 m1 pH 7.0 

M11;SO 33.3 mM 0.1 ml 
4 
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NH OH 
2 

Cieteina 

Extracto 

L.a 

1.0.0 mM 

3.3 mM 

reacción se 

0.3 mJ. pH 1.0 r.p. 

o. J. mJ. 

inició con J.a adición del. i;t:l.Uta.mato. La 
o o 

mezcla se incubó por 30 minutos a 37 e.en J.u~ar de J.5 mina 30 c. 

como el. método ori~inaJ.. La mol.aridad ~e iae so1uciones ee re-

eiere a ia moiar1dad ~inal, excepto para ei Trie. En cada deter-

minaci6n ee ue6 un blanco a tiempo cero, es decir. contenía todos 

lon react1voa y el m1smo vol.umen de extracto enzlmAtico pero 

réacc16n ~ebe detenerse a tiempo cero adicionando i ml del· reac-

t~VO de cloruro rérr1cO. 

El. }'-sr:;J.ut:&m1.l.- 1' -hidroxamato f"orma.do se determinó &.dicionan-

do l mi del reactivo de cloruro fé~~ico (volúmenes 

FcCl .6H O 
2 2 

al 10% en HCl 0.2 N. TCA al za~ ~ HCJ. al. 

i.¡cuales ele 

SOX). Se 

csnt~i~u~6 J.5 minutos a 3.000 rpm v se midió el. incremento en J.a 

aboorbanc~a a 5UO nm respecto & cada b1anco. 

La de 1a reacción se expresó como µmo;e~ de 

>1-glute.m:1..l.-Y-hi.droxe.mato t'orm.a.do por minuto. para 1o cual se ut:i-

liz6 una 1trA~ica de co1ibraci6n. 

Una un~daa enzimA~ice se derin16 como 1a cant1dad de en~~ma 

QUU cace11za 1a ~or.maci6n do 1 µmo1 de V-~iutami1-Y-n1Qrox~mero 

por minu~o b&Jo las condic~onea del ensayo. La actividad especi·· 

t"1ca. so expresó como un1d&df!U!I de enz1.ma por m1112'.ra.mo de t.rrotet.w• 

na. 
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GOGAT 

La acti.vidad ae 1a GOGAT-NAD(P)H se aet.ermin6 por ei· mét.odo 

de Beevers y Storey (1976), 

por Lovoia (1983). 

La mezcla de 

Tris-HCl. 100 

a-KG 10 

G1n 30 

NAD(P)H 80 

Extracto 

X'eacci.6n 

mM 

mM 

rnM 

~M· 

aonten1~~: · .. ,,, 

i:s 
··. ''ci;5' 

~- 5~~i> 
0/2 ,;;i· 
o. 3 .. m1 

3.0 mi 

La mezcle de todos ioa componentea. 
o 

excep~o el NAD(?lH, se 

incubó 30 e por dos minutos, después ne inició 1a reaec16n 

anadiendo e1 NAD(P)H. Se ~ra::!ic6 1e disminuc16n en la ubaorDancla 

a 3110 nm. So usó s61o 1a parte 11neal d<'l 1a g:r<i::!!.ca. La r.io1ar!ded 

ae l.as so1uciones se re~~ere e la molar1dsd ~i~ai. excepto para 

e1 Tris. 

La vel.ocidad de ia reacción se exprea6 como nmol.eo de 

NAD(P)H transformados pOX' minuto, para lo cuai se util1~6 una 

grAfica de cal.ibrsci6n. Una unidad enz1mAt1ca ae def 1ni6 como 1a 

cant~dad de enzima Que produce un cambio de o.co~ on ia absorban-

c~a a 3ho nm por m~nu~o. 

DETERM:INACION DE LA ACTJ:VJ:DAD DE LA GDH-NAD(PlH 

La actividad de esta enzima se determ~nó por el m~todo de 

33 



(1973) con l.as modi~icaciones introducidas en este trabajo. 

La mezCla de reacción contenia: 

Tt;ie'-HCl l.00 mM 1. 7 ml. pH 8.2 

a-KG, l.O mM º:5 l!'l'' PH = 7.0 

" NH Cl. l.00 mM 0.5 '"ml 
4 

NAD(P)H 160 µM 0;'2 ml' 

~x~e~ac'to o. l. ml. 

~ 
3.0 ml 

La mezcla de todos ioe componentes. 
o 

excepto el NAD(P)H se 

1ncub6 a 30 e po~ don minutos ~ después se inici6 la reacción 

anadiendo el NAD(P)H. Se craf1c6 la d1em1nuci6n en la absorbencia 

a 340 nm. Se us6 a6lo la ~arte lineal de l.& crAfica. 

La molaridad de ias eoiuc~onea se rer~ere a 1a molaridad 

t"inal., excepto para el Trie. La veloc~dad de 1a reacción se 

expres6 como nmol.es de NAD(P)H transformados por minuto. osroa lo 

cual se ut111z6 una cr&f1ca de cal1b~aci6n. 

DET~RMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD(P) 

Para esta d•term1naci6n se utilizó el. m~todo de Loyola 

(1984). La m•zcla de reacc16n contenía: 

Tria-HCl 100 mH 2.1 mM pH e 9. '4 

Glu 60 mM 0.5 ml. 

NADCP) 600 µM 0.2 mi pH • 8.0 

Ex'tracto o. 2 ml 
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La mezcia de todos 1oa componentes. excer;>to el NAO ( P )._ , AC! 

o 
J.ncub6 a 30 C por doe minutos y dear;>ués se J.nici6 la reacción 

anadJ.endo el NAD(P) • 

Se srafic6 e1 ~ncremento en ia abaorbanc1a·.a 340 nm. ·' ·se 

utilJ.z6 e61o la P&rte lJ.neal de la crAfica. 

La mol&rJ.dad de 1ae ao1ucJ.onea se refiere a la mo1aridad 

e~nai excepto para ei Tr~e. La ve1oc1dad de 18 reacción ae eKpre-

a6 como nmoies de NAD(P) transrormados por minu~o. para lo cual 

ae utJ.1J.z6 una crAfJ.ca de ca1J.bracJ.6n. 

DETERMINACION DE NITRATOS 

se aJ.cuJ.6 la técnica de N1cholaa v Nason (1971). Se realizó 

una curva patrón con KNO • 
3 

E1 procedimiento a ae~uir para 

curva patrón es e1 m~amo para e1 ensayo Que para 1as muestras: 

Extracto 0.02 ml • 1.48 ml de ecua deatJ.lada 

0.1 mi de Ac1do aulram11ico al J.CX 

' acitar v de~ar reposar durante 2 mJ.n. 

' acitar v adJ.cionar o.a ml de HC10 
i. 

ai 20" 

•citar y medir abaorbancia a 210 nm 

la 

La curva patrón ae ob~~ene ~raricando ia concentract6n en µ~ 
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de KNO contra la absorbanc~a a 210 nm. 
3 

DETERMINACION DE AMONIO 

El a.monio se determinó por e1 método del indorenol C Kaplan. 

196!">) que se basa en la 1"ormaci6n del complejo de indoi"eno.l a 

par~ir de1 amon~o 1~berado en ia reacción utii~zando como catali-

zedor n1troprua1ato d~ sodio: 

Para cuant.11"icar el atnonio 1iberado por este m~todo es 

necesario tener un pff neutro. 

"ezcla de reacción (muestra): 

l. 7 ml KH PO 
2 ¡¡ 

0.2 m1 urea 

100 mM 

200 lllM 

0.1 ml extracto de tejido 

Mezcla de reacción (blanco>: 

l. 9 1111 de KH PO 
z 11 

100 -

0.1 1111 del extracto de tejido 

pff ~ 7.5 

Pff R 7.5 

Solución A: ~enol 0.106 N • nitroprualato de eodio 0.17,... 

Soluc16n B: NaOH 0.125 N • ft1poclorJto de sodio 11 mM 

Acrecer • la mezcla de 5 ml de la soluc16n A 

Adicionar 5 solución B 
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Acitar ~ dejar desarro,1ar e1 color ~or 30 min 

Medir el incremento en la abaorbancia a 575 nm 

La curva pat~6n ae obt1ene ~raf~cando la.concen~rac16n del 

HH Cl contra 1a abaorbanc1a a 575 nm. 

" 
DETERMINACION DE AMIHOACIDOS 

Se ut111z6 el método de Cock1nc (195A), Se realiz6 una curva 

patr6n con •c1do slut61111co. El procedimiento a eesuir para l• 

curva patr6n y el ena~o de la• mueetrae ee el miamo: 

0.04 ml da extracto • 0.96 ml de acua destilada 

' 1 ml de reacti:vo de n·inhidrina 

' ae pone a ebull1c16n 30 min 

' 2.5 ml d• 1aopropanol al 50• 

' reposar 15 •1n a t .. peratura ambiente 

' leer la abaorDancia a 570 nm 

Reactivo de ninhidrlna: 

Soluc16n A: amortisuador de citratos 0.2 M pH 5.0 0.1 

adicionar por cada 50 ml de amorticuador 0,08 e de SnCl . 
2 
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Sol.uci.6n B: Tomar i.O ml. del. reacti.vo Av adi.ci.onar 0.4 ml. de 

ni.nhi.dri.na previ.amente di.suel.t& en 10 mi de meti.1cel.osol.ve 

(eti.1encl.i.col.-monometi.l.-éter). 

L& curva patr6n se obti.ene crari.cando l.& concentraci.6n en µe 

de ciu contra 1a absorbanci.a a 570 nm. 

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CLORO~ILA 

Método de Arnol.d (1949). El. procedi.mi.ento a secui.r se anota 

a conti.nuaci.6n: 

col.ocar en un tubo 1 ml. de acetona al. 80 ~ 

adi.ci.onar 100 µJ. de extracto 

tapar al. tubo con para~i.l.m, aci.ta.r en vortex v auardar en l.a 

oecuri.dad durante 5 mi.n 

transcurri.do e1 ti.ampo anteri.or se centri.ruaa a 600 x e por 5 

m1.n 

poateri.ormente decantar l.a ao1uci.6n v col.oc.ar en una cel.d& de 

vi.dri.o para eractu&r l.aa J.ecturaa de 1a abaorbanci.a a 665 v 649 

nm. 

La concentraci.6n d• cl.orori.1& en µc/m1 •• cal.cul.a uti.l.i.zan-

do 1aa •i.sui.ant•• acuac1onea: 

Cl.oro~i.l.a a - 11.63 (A > - 2.39 (A > 
665 649 

c1orori.1a b - 20.11 (A ) 
649 

5.18 (A ) 
665 

C1oro~i.1a total. 6.a5 (A ) + 
665 
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PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO 

Previamente se debe ent'riar todo e1 materia1 que se va a 

uti1izar. Para 1a preparación de1 extracto enzimático se si11:ui6 

e1 procedimiento que a continuaci6n se menciona: 

o 
1) E1 tejid.o (ca11o) se con11:el..6 a -70 e 

2) E1 tejido con11:e1ado se moJ..i6 en un mortero (previamente 

t'risdo). 

en-

3) Se 1e adicion6 inmediatamente e1 buffer de extracción {Tris-

HC1 SO mM, CaC1 .2H O 1 lllM, 
2 2 

mercaptoetanoi 5 mM, pH 8.2) en 

una re1aci6n de 1 11::2.5 mi v 5% (p/p) de po1iviniJ..poJ..ipirro1i-

dona. 

ll) La mezcl..a se honio11:eneiz6 v se t'i1tr6 sobre 11:asa· (previamente 

humedecida con but't'er). 

5) EJ.. t'i1trado se centrit'uc6 a 18.ooo rpm durante 30 min en el.. 

rotor JA-20 en J..a centrit'uca J2-21 

6) JU aobrenadante de l..a centrit'ucaci6n (extracto crudo) t'ue 

utilizado para J..aa determinaciones enzimAticaa. 

DETKRMINACION DE ALCALOIDES 

Loa a1ca1oidea eatAndar t'ueron obtenidos de Sicma. Loa 

aoJ..ventea uaadoa en el.. HPLC t'ueron de erado HPLC de J..a caaa 
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Los a1oa1oides fueron extraidos con metano1 (12 h) y después 

con c1oroformo (12 h) en un Soxh1et. Loe extractos de metanoi y 

c1oroformo fueron evaporados po~ separado ~ se redieolvieron en 

un pequeno voiumen (0.5 m1) antes de1 anA1isis. 

Las muestras fueron anal~zadas por HPLC en un cromat6~rafo 

Varian 5060 usando una coiumna de fase reversa MCH-5. 
o 

fue rea1izada a 30 e con un ~radiente ternario: 

A a~ua/metano1 90:10 

B metano1 

e= 0.1 M sos en 0.02 M de buffer de fosfatos pH 5,3 

La e1uci6n 

La proporción uti1izada de A/B/C fue: 47:48:5 en ei tiempo 

cero y una proporci6n A/B/C = 0:95:5 a un tiempo de 33 min. La 

detección fue re1izada con un detector Varian UV-2050, de ion-

~itud variab1e a 254 nm. Unos se~undos después, cuando la absor-

bancia se estabi1iz6, se hizo un barrido de 190 a 300 nm. 
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Fig. 5. Curva patrón para prote1nas 

-o.e 

* 
-t.o._ ...... ~---,...a,,,,,=----~~----=~=-----::-'~----,,...,,,..---~~_, 1,3 t.Q ,.. 1.77 1.114 t.• t.118 

Log [ASS] 
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Flg. 6. Curva patrón para nitratos 

'·º 

o. 

;s.o 4.o 11.0 e.o 7.o a.o e.o to.o 
ICNOa (f'g) 
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0.10 

o.os 

o.os 

0.04 

0.02 

Fig. 7. Curva patrón para amonio 

0.2 o.;s o.4 o.a o.e o.7 o.e o.e 1.00 

NH
4

CI (f'g) 
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Fig. 8. Curva patrón para aminoócidos 

Ab•orbancla (S40 nm) 1.ar-----------.;._ ............................................................................ .........., 

1.0 

o.a 

0.2 o.3 o.4 o.a o.• o.7 o.a o.e t.o 
Aoldo glutdmloo (~g) 
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RESULTADOS Y DXSCUSIOK 

El. desarrollo y crecimiento de un cultivo depende 

evidentemente de 1.as condiciones bajo 1.as cuales se está 

creciendo. En loa cuitivos empleados en e1 presente trabajo, se 

utiJ.izaron dos combinaciones de re~uladorea del. crecimiento. 

Cuando se tuvo presentes tanto al. AIA como BAP 1.os cal.los 

crecieron más vi~orosamente (Fi~. 9) y fueron de color blanco. 

Cuando J.a auxina fue omitida el. crecimiento fue más lento y ios 

cultivos mostraron una fase de retardamiento más prol.on~ada (Fi~. 

9) por 10 Que durante el. periodo de tiempo estudiado no alcanzó 

la fase estacionaria. Bajo esta última condici6n los cul.tivos 

fueron capaces de desarrollar 1a sintesis de clorofila. 

Puesto QUe 1as células al. ir creciendo van pasando por 

diferentes etapas de deearro11o, es probable que 1.as actividades 

especí.f'icas de 1as enzimas sean un reflejo de este deaarr-0110, 

por lo Que se procedi6 a evaluar este paré.metro para cada una de 

1as enzimas estudiadas a 10 largo del. ciclo de crecimiento. 

El. patrón enzimático mostrado por 1a GOH-NADH ae muestra en 

1a fi~ura 10 (páne1es A y C). Los cultivos blancos presentan tres 

picos de actividad del.a GDH (Fi~. 10-A), en tanto que 1os cal.los 

verdes s61o uno (Fi~. 10-C). Es probable que la ausencia de los 



picos II y III. que aparecen en la fase estacionaria del cic1o de 

crecimiento de 1os ca11os b1ancos. se deba a que 1a cu~va de 

crecimiento de loe ca11oe verdee se encuentra desplazada debido a 

un crecimiento mAs lento y por lo tanto a~n no lleca a 1a fase 

estacionaria. 

otra diferencia fundamental entre ambos cuitivoe es el va1or 

abeo1uto para la actividad de la GDH-NADH. Los ca11os b1ancos 

poseeen una actividad especifica 5 veces mayor para esta enzima 

que 1a determinada en loe cal1oe verdee~ 

Parecería ser QUe 1os ca11os blancos si bien prov~enen de 

eKp1antee de hoja a1 icua1 que los callos verdes. han adquirido o 

desarrol1ado propiedades de tejidos no fotosintéticos, como de 

raiz. Este efecto desde lueco es completamente dependiente de ia 

presencia del AZA. por lo que el efecto puede ser indirecto, es 

decir que sea el AIA o mAe bien el balance AIA/BAP ei que está 

produciendo el fen6meno de desdiferenciaci6n v como 

e1 cambio en el patr6n de 1as enzimas. 

consecuencia 

Puesto que la GDH es capaz de catalizar la misma reacción en 

loe dos sentidos. también ae midi6 el sentido deaaainativo de la 

reacci6n, entre otraa coaae porque actualmente a6n es materia de 

controveraia cual es la verdadera funci6n de esta enzima. Es 

decir ai principa1mente cataliza la ainteaia del Acido c1utAmico 

o su dec~adaci6n. El modelo de CTV puede avuder a elucidar este 

problema, va que podría esperara• que eataa doa acciones de la 

GDH se encuentren aeparadaa a lo larco del ciclo de crecimiento 

de loa cultivoa. 



La actividad de 1a GOH-NAD, 

también es mucho mayor en 1os 

a1 i¡¡;ua1 

ca11os 

que para 

blancos 

1a GOH-NADH, 

(Fi¡¡;, 10-B) 

comparada con ios ca11os verdes (Fi¡¡;. 10-0). 

presentan tres picos de actividad a los 10, 

Los ca11oa b1ancos 

15 ~ ZO aias de 

iniciado e1 subcultivo, en tanto Que los ca11oa ve retes s61o 

presar.tan uno a 1os 5 dias (Fi¡¡;. 10-B). Pero a diferencia de 1a 

GDH-NAOH, este pico no coincide con nin¡¡;uno de loe picos de 1os 

ca.11oe blancos, aunque podria ser e1 pico de 1os 10 dias por la 

etapa de1 crec~m~ento en que ee encuentran ios cui~ivos. 

Por otro 1ado si comparamos 1as actividades de GOH-NADH 

contra isa de GOH-NAO para cada cu1tivo podemos observar Que 

ambas actividades coinciden en 1os dos tipos de cu1tivo, 

iarco de1 cic1o de crecimiento. 

a lo 

En ia ¡¡;rAfica de 1a fi¡¡;ura 11 puede observarse que la 

actividad especifica de is GS en los ca11os blancos {Fi¡¡;. 11-A) 

es aproximadamente diez veces mayor Que en ioa caiios verdea 

(Fia. 11-C), Ademé.e, ei. comportamiento durante ioa primeros 

dieciaeia dias ea totaimanta diferente en ambos caaoa, ~a que 

mientras que en ioa caiioa verdea ae presentan trea picos de 

•ct~v~dad muv b~en da~~n~doa. a ioa z, 9 ~ 17 di .. en los callos 

verdea dicha actividad ea muv ba~a v permanece constante haata el 

dia 17 en el q~e se presenta el 6nico pico de actividad. 

Haata ahora, en plantea. ae han descrito doa iaoanzimas para 

la GS, una en al citop1aama v otra en el cloroplaato de las 

células rotoaintéticas, en tanto que en las célul .. de la raiz se 

ha deacrito sólo una GS, similar a 1& GS del citoplasma de los 



tej~dos fotos~ntéticos. 

Los CTV parecen mostrar su propio desarrollo isoenzi~átiCo 

DBl'.'B la GS, ~a QUe 1os ca¡1os blancos muestran 3 picos· -de 

actividad de GS. Queda por elucidar si estos p~cos son verdaderas 

isoenzimas, o si Se trata del.a misma iaoenz~ma pero·modificada 

covalentemente, por ejemplo por ~1ucosi1aciones como se ha 

detern1inado en ai~unas plantas. Una tercera alternativa podr~a 

ser Que cada uno de los picos tuviera una composición de péptido~ 

dif'ererlte. La GS de Pbaeeolus vulgar1s estA compuesta de dos 

tipos diferentes de péi;>t~dos, "'y 13. y la composición en el 

número de cada uno de ellos varia con la edad de 1a planta (Lara 

et al.., 19811). En el presente caso cabria esta posibilidad, que 

cada uno de los picos mostrara una diferente composición 

número de subun~dades que forman a 1a GS. 

en e1 

La GOGAT-NADH también muestra un comportamiento diferencial 

entre los ca11os blancos (Fi~. 11-B) ~ los ca11os verdes ( Fi¡:. 

1.l.-0). ya Que mientras los callos b1ancos presentan 2 picos de 

actividad, uno al inicio de la fase 1o~ar~tmica y el otro en la 

estacionaria. en tanto que los callos verdes presentan 2 picos en 

la rase 1o~ar~tm~ca, el primero probablemente es el mismo que el 

ele los callos blancos. pero el se~undo es definitivamente. 

diferente. 

En este caso 1a act~vidacl esi;>ecif~ca de 1a GOGAT-NADH es 

mayor en 1os ca11os verdes respecto a loa ca11os blancos. 

Puesto que 1as e~zimas de asimi1aci6n .de1 nitr6~eno son muy 
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diferentes entre 1os 2 cultivos tanto cuali como cuantitativamen-

te, as~ como el grado de diferenciación. uno DOdria esperar que 

la composici6n de aminoácidos mostrara diferenciSs. tanto cua11. 

como cuantitativamente, ta1 y como nuestro grupo ha determinado 

que pasa. en ra.1ces y hojas de e_._ roseus (Loyol·a-VarStas et ·a1 .• 

l.987). La fi~ura 12 muestra Que efectivamente el patrón de deaa-

rrollo en la s~ntesis de 1oa aminoácidos es di~erente entre los 2 

cultivos. En el caso de loa callos blancos hay una acumulación 

mucho ma.vor de aminoácidos durante la fase de retardamiento (Fi~. 

l.2-A). justo previo a1 1n1cio de1 crec1miento de1 cultivo, como 

si 1as célu1as se prepararan sintetizando y acumulando aminoáci-

dos para poder iniciar un rápi~o crecimiento. En el caso de los 

cal l. os verdea también se presenta un pipo de acumu1aci6rt de 

a.m.inoác.idos, sólo QUe este se produce a los 9 <1:1as, también· 

<1urante l.a f'ase de retardam1ento de este cu1tivo (F1~. 12-B), Sin 

emba:r-go. la cantidad total de aminoácidos es 1.69 veces ma,yor en 

los ca11os verdes :r-eapecto a los cal1os blancos. 

Los ca.11.oe que denominamos· blancos. no contienen c1orof 11a, 

medida por 1a técnica de Arno1<1 cuya eensibi1idad es de 1 µ/~ PF, 

m~entraa Que 1os callos verdes contenían hasta 12 µ~ ~/P F La 

c1oroP~la ~x~raida de los callos estA compuesta tanto por 

ciorofi1a a como clorof i1a b. y la relación entre ambas. si b.ien 

var~a a 1o iar~o del ciclo de crec.im1ento, fue de alrededor de 

o. s. Este vaior al i~ual que la clorofila totai, 

abajo de ios valo:r-es determinados en loe tejidos 

están mu.Y por 

t'otosintéticos 

de las plantas de c.._ ~oeeya. S~n embar~o. estos fueron loe prime-

ros cultivos con clorofila que obtuvo nuestro ~rupo. Una sel e e-
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c16n de 1oc cu1t1vos mAe veraes y su subsecuente cultivo ~rodujo 

cul~ivoo con 30 µ~/~ P F de cloro~ila ~ una re1aci6n de cloro-

f'ila a/b de 2.2 (Méndez-Zeel. 1986). E1 subsecuente cambio de 

medio de cu1~~vo de estos cal.loe. del. l'IS al de Ph:tllipa ~' 

Coll.ina. ha producido una 11nea ce1ula~ con conten1doa promedio 

en la cant~dad de cl.oro~ila de aprox~madamente 100 µ~ p ¡.-

(Méndez-Zee1 et al .• Comunicación personal). 

Los alcalo1des no se producen a lo l.ar&o de todo el ciclo de 

crecimiento de 1oe cultivos (Fi~. 14 l. s~no que se presentan en 

etapas espec1r1cas del crecim:tento. 

Se p~ducen doe mAximoa en la cant~dad de VCR, uno durante 

l.a t'ase de retardamiento ~ el otro a1 inicio de l.a fase 

estacionaria. Ee~ae dos etapaa en la eintes1s de 1.a VCR coinciden 

con loa picos de mAxima actividad enzimAt~ca tanto de la GS como 

de l.& GDK. Por 1o que respecta a 1a VLB podemos decir que BU 

presencia ea mlni•a Y en a1.~unos momentos iieca a desaDarecer. 

Por l.o cuAi se obaerva Que loe cal1os crec1doa en presencia de 

AIA presentan una cantidad el.evada de VCR ~ una can~:tdad minima 

de VBL. 

Loa cr.1.te~.1.oa de 1dentit'icaci6n de ios picos f"ueroon: el 

tiempo de retene16n en l.a columna de HPLC, e1 eapectro de UV del 

pico que eiuye de ia coiumna ~ co1n~ecci6n con eet•ndarea. 
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ALCALOIDES EN C1V DE 
Catharanthus roseus 

Tiempo (dfas) 

P~Kura 1a. Patrón de a1ca1oidea a io 1arso de 1a curva de creci­
m1.ento de ca11oa b1ancoa de e_ ~· Los alca1o~dee ea extraje­
ron con metano1 (12 h) y con c1oro~ormo (12 h}. en un eoxh1et. 
Los extractos obtenidos a part~r de metano1 v ciororozi.mo rueron 
d~sue1toa en 500 µ1 de a~solvente. Las muestras rueron anal~zaaas 
por un HPLC en un cromat6~~a~o Varian 5060. La eluci6n se 11ev6 a 
cabo a 30oC con un ~~ad~ente ternar~o A:a~ua./metanol 90:10; B = 
metano!¡ e~ 0.1 M SDS en 0.02 M de bu~~er de ~oa~atoa pff 5.3, a 
part1.r de una pzi.oporc:L6n A/B/C = 47: 48: 5 en el. t'i.empo certo a una 
proporc:16n A/B/C - o: 95: .5 a l.'os 33 m:inutos. La detecc:16n l'ue 
hecha con un detector Var1an UV 2050 a 254 nm. VLB ( <> ) y VCR ( * ) . 
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COllCLUSJ:OllES 

La presencia de 1os picos de actividad enz~mAtica durante· e1 

cic1o de cu1tivo no es nuevo, va que se ha encon~rado en malz el 

mismo fen6meno (Loyola Vareas ~ SAnchez de 

·existe una abundante 11teratura a1 reopecto. 

Jiménez, 1986). 

Sin embarco, la funci6n de estas activ~dadea enzimAticaa aan 

eetA lejos de ser clara. 

Los datoe mostrados en el presente trabajo, eucieran QUe 

puede existir una conexi6n entre loa picos de actividad de GOH, 

GS, loe aminoécidos y la.ainteaia de loa alcaloidea, ya Que ai se 

observan ias ~rAficas ~eapectivas. loe picos de máxima actividad 

en cada uno aparecen casi a~mu1taneamente. 

!:ata ~otencislidad del CTV para producir metabolitoa 

secundarios deberA exp1o~aree a rondo, eapecialmente la 

posibilidad enunciada en el parrafo anterior, de que la via 

inicial de asimilación del nitr6ceno pueda determinar eu destino 

hacia una poza de ami~o6cidoa predoterminads lo cual deber6 

eecurame~te 1n~1u~r en 1a compos1c16n de alcsloidos de 10~ CTV d .. 

Para probar si ia hipótesis enunciada es correcta deberén 

utilizarse, tanto ruentea n1tro~enadaa d1eer-ent:es como 
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LnhLbLdores espec~rLcoa de 1aa dLferentes enzLmaa de1 metabo1Lamo 

nit~o~enado du~ante e1 c~ecimiento de cuit~vos. 
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1. Medio basal de Murashi'"e y Skoo• (1962; medio MS modificado). 

Compuesto 

Cloruro de calcio 

Nitrato de potasio 

Sulfato de amonio 

Yoduro de potasio 

Cloruro de cobalto 

Fosfato monobAsico 
de potasio 

Acido bórico 

Molibdato de sodio 

Sulfato de ma'"nesio 

Sulfato de mani.aneso 

Sulfato de cobre 

Sulfato de zinc 

Sulfato de fierro 

EDTA 

Glicina 

Piridoxina 

Acido nicotinico 

Tiamina 

M-inositol 

Sacarosa 

pH = 5.6 

Fórmula 

CaCl .2H O 
2 2 

KNO 
3 

(NH ) SO 
11 2 /J;. 

KI 

CoCl .6H O 
2 2 

KH PO 
2 ll 

H BO 
3 3 

Na MoO .2H O 
2 ll 2 

M'"SO .7H O 
ll 2 

MnSO .llH O 
ll 2 

CuSO .5H O 
ll 2 

ZnSO .7H O 
ll 2 

FeSO .7a o 
h 2 

Na EDTA 
2 

Concentración 
mi./l 

llllOOO 

19000 

161'80 

83 

.2. 5 

1.7000 

. ,62ó·· 

·25. 

. 370.00 

i700 

·5570 

7450 

2.00 

5.0 

100·00 

20000 

2) Soluciones concentradas para l.a obtención del me.dio M.S. 
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So1uciones 

A 

B 

e 

D 

P' 

V 

Compuestos que intervienen 

C1oruro de ca1c~o 

Nitrato de potasio 

Sul..fato de amonio 

Yoduro de potasio 

C1oruro de cobal..to 

Fosfato monobáaico 
de potasio 

Acido bórico 

Mol..ibdato de sodio 

Sul..fato de ma~nesio 

Sul..fato de manKaneso 

Sul..fato de cob?'e 

Sul..fato de zinc 

Sul..f ato de f ieI'ro 

EDTA 

G1icina 

P.1.:tc".1.doxina 

Acido nicotinico 

T.1.amina 

M-inoaitol.. 

60 

Concentración 
é/1 

44.oo 

19.00 

16.48 

0.083 

0.0025 

117.00 

0.62 

0.025 

37.00 

0.025 

0.0086 

5; 57 

f.45 

0.20 

. Q."05 

0~·05 
,. :.--> .. 



3) cantidad adecuada de 1as soJ.uciones para hacer un 1itro 

medio M.S. 

so1uc:Lones 

A 

B 

e 

D 

E 

P' 

V 

P'itorreauJ.adores 

pH = 5.6 

sacarosa 

Asar •••. 

20 lt/1 

8 lt/1 

ml./J. 

l.O 

l.O 

l.0-

l.O 

io 
5 

l.O 

Nota: 

de 

En 1a so1uci6n V (vitam:Lnas) J.a t:Lamina esta diez veces més 

concentrada que en el. medio oricina1 de M.S. :v J.a i'uente de 

n:Ltr6aeno es 26 mM modificando al. medio M•S. oriaina1. 
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