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INTRODUCCION

biasa

Ei.‘cultivo im
en un conjunte de técnicas que permiten hacer cierto  grade de
manipulacidn en =21 procezo de morfogérnaeszis de los tejidos vege-
téles, de tal manara que a partir de células sanmaticas =s posible
la formacidn de un conjunto de células o diferenciadas idénticas
entre =i vy gendticamerte totipotenciales.(callo). Este e= un
modelo que parmite mayor control experimental en al eztudio dsl
metaboli=mmoe intermediario ya que, adema=s 'de la mayor homogenei-
dad genética y fisioldgica de las ceélulas, los factare= quimices

y ambientales son facilmernte mamipulables.

Exzte cistema ha sido empleadc er el prasente trabajo para
llevar a cabe un estudio sobre el metaboelizmo nitrogenado da
cerigenos de gran valor tanto medicinal como comercial. Entre les

alcaloides producido=z por C. rozsus, la vinariztina (VCR) v 1&

vinblastirna (VBL) han s=ido empleadas con éxito en al tratamiento
de la leucemia y otros canceres humanoz y se usan rutirariamente

en las diferente= quimioterapias qQue se emplearn actualmanta.



OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es determinar 1la
influencia del acido inds6l acético en la sintesis de
alcaloides, contenido de clorofila h'4 en el
comportamiento de las enzimas GDH, GS y GOGAT, durante
el ciclo de crecimiento del cultivo de tejidos de C.

roseus.



ANTECEDENTES

LA PLANTA
TAXONOMIA:

E}l género Yinca fue establecido por Linnec en el afio de 1753
en su "Species Plantarum'. donde distingue doe easpecies: ¥inca
wminor ¥ ¥Yinca mador. La descripclidn genérica asociada c¢on su
alagnosis especifica aparecid en 1754 en la quinta ediecidn de
"Genera Plantarum'. donde Vinca wminor L. es el lectotipo aceptado

del género (Stearn, 1966).

Esta especie recibe diferentes nombres de acuerdo al lugar
donde se cultiva, entre los cuales tenemoa: Vinca, Vicaria,
Magdalena, pervVinca, Teresita, Maravilla, etc. Adem&s, ha recibi-
do los aigulentes nombres clentificoa: ¥Yinca =mogea. Lochnera
resea. Catharanthus roseug ¥ Ammecallis rogea. Ya que esta planta
recibia tantos nombres cientificos Stearn en 1966 decidid - realif
zar una investigaciédn para determinar culdl era el nombre cienti-
fico correcto y encontréd Que desde 1920 loa boténicoa convinieron
en clasificarla dentro de la flora de las Apocinaceas de las

Indias occidentales, con el nombre de Cathagranthiug roseeus L.G.




(Don), nombre ya usado por varios autores, antes de que Stearn lo

tomara en 1966.

Pichon (1951) en Farnsworth, (1961). ia,clgeificavcomc sigue:

Familia Apocinaceae

Subéamilia Plumerioideaé )
Tribu .glsoton;eae_

Subtribu Catharanthus G.'Déﬁii

Seccidn Lochnera Pich.

Género ¥y L
Especie - Catharanthus pogeus (L.); G

DESCRIPCION:

Es una plgnfé.éubarbustiva de 4o 3'80 cm‘dé alto, -de répido
crecimiento, lefiosa en 8u base, con ramas erectas.rhodés simples,
enteras., 6pue§tss..siempre verdes; de 3'a 8 cm de 1ar§o ﬁoryl.s a
5 cm de ancho, su pecio;o es bidentado en su base. Flores solita-
rias o en pares, de color rosa o blanco, eon el centro rojo o

pGrpurs oscuroc.

UTILIDAD DE LA ESPECIE:

Es empl;adﬁ contra diversas enterﬁeaadea en var;os paises.
qu e:emplc.sﬂep'el'salv.dor. Cubas ¥ iésvrilipinns 1saes hojas se
utilizan parabla- aféccioncs de 1a gargantaby los ojos. En lag
Filipinas las raices t-ﬁbién se utili;en como agenfe abortivo. En
Vietnam las holJjas, 1las raices ¥y la planta completa se utilizan

para las avacuaciones intestinales. En Madagaecar., l1as raices ¥



la planta completa, Be utllizan comco laxante Yy para el dolor
dental. En SudAfrica 1la raiz ¥y las hoJas se ocupan para la

mengtruacidn excesiva, . ete. (Farnaworth, 1961).

L. rogeun, es una planta productora de alcaloides, entre los
cuales se encuentran principalmente la vincristina (VCR, c¢onocida
antes como leurocristina) y 1la vinblastina (VBL, conocida antes
como vincoleucoblastina), que han sido empleadas con éxito, deasde

1963, en el tratamiento de 1a leucemia y de otros cAnceres huma-

nos.
Estas sustancias ge pregentan en lag plantag en muy pequefiag
cantidades (0.00025 X). por lo que se requiere de grandes canti-

dades de ella pars la produccidn comercial del medicamento: da
VBL y VCR ae.obtienen 2.0 g ¥ 20.0 mz/looo Kg de planta reaspecti-
vamente. En México, la'VCR y VBL ge utilizan en forma bastante
amplia para tratar algunos tipos de leucemia y varias neoplasiasn,
L.a VBL es8 usada en el tratamiento de 1a.en£ermedad de Hodgkin ¥
en el neoplasma testicular, mientras que la VCR exhibe actividad
contra el linfoma de Hodgkin, l1la leucemia linfobl&stica aguda, el

tumor de Wilmsy ¥ el nabdomiosarcoma.

METABOLISMO NITROGENADO

El nitrégeno ocupa el lo. lugar en abundancia en 1los
organismos vivos y se encuentra en una gran cantidad de compues-
tos egenciales tal como las proteinas, los &cidos nucléicos y

algunog reguladores del crecimiento de lag plantas (Loyola-Vargas
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El nitrdéeno catmosférica ez primera fijade por  alguncos
microocrganismos  §“:¢qﬁvér£ido en hitrdgeno inorgdnico reducido
(aﬁanio), el ;ual Puede éef oxidade por la flora del suslo hasta
mitrato (Loyola-Vargas et al., 1921, er los nddules oz laz
raices de las legumninosas eas incorporédo directamente a la
sintesis de compuesztos organicaos nitrogenadoes. A este procesoc de
transformacidn del nitrdgenco atmoz=férico a - nitrdgena orgarnico

reducido se le denomina fijacidn del nitrdgenao.

L& reducciéon del nitrato a amonic se realiza en dosyrpgsﬁs,
los cuales son catalizados por dos snzimas diferentes: la hitrato
raeductasa (NR), que cataliza la conversidn de nitrato a niﬁrito‘y
la nitrite reductasa (NiR), que cataliza la reddccién de ritritc
‘& amonio: '

NO + NADH + H  ~-—---- > NO + NAD + HO

3 ) z 2

NG + 6 H + 6 a ——————— > NH + HO +  OH

2 3 z

La actividad de la NR aestid conzidaerada como un paseo limitar—
ta en la utilizaciéon del ritrato en las Plantas (Brunetti. 19565.
Gienaralmente, la NR an plantas superiores es menos sensible a la
regulacién por amonio, aunque se ha reportado una represiﬁn

~arcial en maiz y en raiz de algoddédn (Radin, 1375).

El amonio raeasultante pueds ser asimilado Ppor dos vias dife-
rentas: la via da la glutamino sintetasa/glutamato sirtasa (BS/

GOGAT), v la via de la deashidrogenasa g9lutamica (GDH). (Fig. 1).

&
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La primera via agsimila iniclalmente al amonio en el amido de
la glutamina en presencia de la GS, y a continuacién la glutami-
na reacciona con el 2-oxoglutarato, en presencia de la GOGAT,
para produclir dos moléculas de glutamato (Miflin ¥ Lea, 1976).
Mientras que la segunda via produce directamente glutamato. Una
vez que el amonio se ha incorporado a una molécula orgénica, como
el grupo amino del &cido glutaAmico, es translocado a ofras
moléculas orgénicas para formar los demAs aminodcidos mediante

las enzimas denominadas transaminasas.

VIA DE LA DESHIDROGENASA GLUTAMICA (GDH)

Harel (1977) menciona en sus trabajos que la NR y 1la NiR
estén localizadas exclusivamente en las célulge del meséfilo en
hojas de mafz y la GDH sBe encuentra en la membrana celular,. por
otra parte la GDH ha sido localizada principalmente en mitocon-~
dﬁia estando presente en la hoja en grandes cantidades

(Wallsgrove et al., 1977).

El grupo de Rhodes (1976) ha demostrado en experimentos con
Lemna minor. que cuando hay concentracionea elevadas de amonio,
la actividad de la GDH me incrementa. Més recientemente.demostra—
ron Qque la actividad de ia GDHVos inhibida por ATP, el cual es un
sustrato para la GS y que el ADP ¥ el 5'-AMP inhiben la actividad

de la GS mientras que sélo tiene un pequefioc efecto sobre la GDH.

Estos resultados sugieren qQque la GS podria ser 1la enzima
principal para la asimilaciédn del amonio, cuando los cambios de

energia sgson altos. Sin embargo, cuandc el potencial bilosintético



es bajo, los cambios de energzia reducidos y los niveles de amonio
altos, la GDH podria ser mas importante en la asimilacién de

amonio (Rhodes et al., 1976).

El grupos de Oaks (1980) encontré niveles altos de amonio V¥
nitrato en células maduras de raiz de mailz y &sta podria ser 1la
razén de qQue la actividad de la GDH se vea incrementada en estos

sltios (Oaks et al., 21980).

Naven y Hartmann (1880) reportaron qQue la mitocondria de las
c&lulas vegetales estid adaptada para asimilar amonio, al menos
cuando loe niveles de amonic intracelular son elevados. También
demogtraron la participacién de la GDH en la formacién de gluta-
mato bajo condiciones similares in vivae usando precursores marca-—

i5
dos con N.

Los iones también parecen tener una funcidén regulatoria

-
sobre la GDH. s8e ha reportadc qQue el Caz mejora grandemente los
niveles de GPH {(Zeleneva y Khavkina, 1980) y Qque 1la acti&idad
enzimidtica aminativa se ve inhibida por el EDTA, mientras que la

degaminacién. oxidativa no sge ve afectada (Takanashi y Farhashi,

1983).

La existencia de diversas isoenzimas de la GDH han llevado a
proponer que éstas podrian tener una ?uncién fisioldégica relevan-
te en las plantas. Se ha reportado Que las isocenzimas de l1la GDH
estan exclusivamente localizadas en la matriz mitocondrial de
Piaum sativum (Naven, 1980). x‘Tari:b:l.én se ha observado que la GDH

mitocondrial es sensible a cambios en los estados figiolégicos



del tejldo. Yue (1969) reporta sglete iscenzimas de la GDH para
maiz, las cuales se encuentran en mitocondria y son dependientes
-~ .
de NAD .
Obsgervando lo anterior podemos decir gue ain nho se encuentra
claramente determinada la funciédn de la GDH en Jla asimilacién del

amonio. pero es evidente que tiene una funci®dn relevante durante

dicho proceso.

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

La glutamino sintetasa cataliza la amidaciédn del glutamato

(Kenamori y Matsumoto, 1972), pPor medic da la sigulente reaccidn:
L-glutamato + NH + ATP ———m—-w-—- > L-glutamina +.ADP + Pi

La GS es considerada la enzima ragponsable para la aasimila-
eiédn primaria del amonioc en las plantas superiores. Esta enzima
estd presente en los cloroplastos, los cuales han asido propueatoé
como el medor sitio de sintésis de nove de los aminodcidos en las
piantae Bupériores (Scott ¥ Neyra, 1979). asi como en el

citoplasma (Hirel y Gadal, 1980).

Cuando el NH es reemplazado por hidroxilamina (NH OH). 8se

- 3 . 2
. da lugar a la formacidn dal - glutamil- ¥ -hidroxamato:
L-glutamina + NH OH ———e—————a——— > Y-glutamilhidroxamato + NH
-] . . X 3

O'Neal (1973) observé Que el merqaptoetanol Yy otros compues-~
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tog sulfhidrilo incrementaban la actividad de l1la enzima, en tanto
que en presencia de acetato fenilmerctGriceo y Acido hidroximerci-
ricofenilsulfédnico la actividad de la GS en arroz fue inhibida en
un 94 y 85X respectivamente, sin embargo la enzima que fue inac-—
tivada por preincubacidn con acetato fenilmerciarico & HgCl , fue
reactivada por la adlieciédn de cisteina en un tiempo muy Zcorto.

Esto 1indieca que la enzima posee grupos sulfhidrilo esenciales

para su actividad (Kanamori ¥ Matsumoto, 1972).

En 1975 Givan demostrd gue la sintesis de glutamina en 1la
oscuridad: ocurre sdlo en presencia de ATP, ¥ que la fotoconver-
a8idén de glutamato a glutamina fue inhibida por concentraciones
milimolares de amonio ¥ nitrito. La sintesis de glutamina depen-—
diente de ATP en la oscuridad no fue inhivida por iones amonioc o

nitrito.

La actividad de la GS es también inhibida por AMP, CcTP,
glicina ¥y alanina, esto puede indicar una posible autonomfia en la

bicvasinteslis de las purinas ¥y de las pirimidinas (Haystead, 1973).

En 1980. Barrat encontrd Que en cebada, Boya y arroz habia 2
diferentes formas de GS. Posteriormente en 19821 encontré& que en
haba existian 5 diferentes formgs de GS: GS Yy GS se encontraban
en el cloroplasto, GS ¥y GS en el citozlaamazy la GsS fue
obgexrvada en extractoaade rai: de plAntulas de tres seman:s de

edad, dque estuvieron expuestas a un pretratamiento por 24 horas

con NH Cl o con urea (Barrat, 1980).
4

Kretovich (1981) observéd que cuando se infiltraban iones
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amonio dentro de la hoja intacta habia un incremanto en la acti-

vidad de ia GS, tanto en la del cloroplasto como en . la del
citosol (Kretovich et al., 1981).
En 1979. Tempest encontrd en la bacteria Aerobacter aero-—

genes a la GOGAT como una enzina actuando en una ruta alterna
para la asimllacién del amonioc Junto con la GS. Tambilién demostrd
Que cuando el amonilioc es limitante en el crecimiento de A, aero-
genes, log niveles de GS y GOGAT suben y la GDH disminuye. La
GOGAT procede de acuerdo a la siguliente reaccidn:

-

L-glutamina + a-KG + NAD(P)H —--—-—w—- > 2 L-glutamato + NAD(P)

) (=}

Fa red Fd rea
Lea Yy Miflin encontraron Que la GOGAT dependiente de Lerre-~
doxina, locallizada en los cloroplastos, dapende de 1la luz para

poder efectuar la conversiédn del 2Z2-oxoglutarato a glutamato

(Miflin ¥ Lea, 1976).

El NADH ¥y el NADPH son eficientesg donadores de alectrones
rara las enzimas qgque se obtienen de extractos de endospermc V¥
raices de maiz (Oaks et al., 1980), sin embargo en soya se ha
encontrado que la actividad de la GOGAT es mucho mayor con NADH

Que con NADPH (Storey y Reporter, 1978).

La GOGAT al igual gque la NiR requiere ferredoxina para su
activiaad, la cual es producida en los cloroplastos en presencia
de luz, en la raiz existe una proteina similar s la ferredoxina ¥
Que funciona como fuente natural de donacién de electrones para

la NiR ¥y la GOGAT (Rathman y Edwards, 1976).

12



CULTIVO DE TEJIROS VEGETALES

En la actualidad el cultivo de tejidos vegetales ha tomado
gran relevancia, debido a qgue se basa en un conjunto de metodolo-
gias y técnicas de laboratorioc gque pueden modificarse y adaptarse
a dietintas especies vegetales, ademAs, de "poseer muchas ventajas
Y aplicaciones tales como el permitir cilerto grado de manipula-
cidén en el procesc de morfogénesis de los tejidos vegetales, de
tel manera Que a partir de células somAticas es posible 1la forma-—
cidn de un conjunto de cé&lulas no diferenciadas, 1déntices entre
81 ¥y genéticamente totipotenciales (callo): minimizaciébn de va-
riables de tipo medio ambientales, es decir, se puede tener mayor
contreol sobre la luz, huredad, temperatura y composicién del
medioc de cultivo (medio nutritivo): asi mismo, se puede reducir o
eliminar la presencia de bacterias y hongos contaminantes ¥y
principalmente se da lugar a2 la produccidédn de sustancias quimicas

Gtiles.

En general, Podemos resumir las ventajas del CTV en los
siguientes puntos:

a) Condiciones controladas

b) Selececiédn de veriantes

¢) Independencia del medio ambiente

d) Libres de contaminsacién

e) Estado fisiolédgico uniforme

£) Obtenciédn Ae nuevos compuestos (Loyola-Vargas, 1584)

A pesar de dichas aplicaciones y ventajas, cabe mencionar la

existencia de ciertoe problemas como son:

13



a) Inestabiliadad genética
b) Poca producclén de sustanciag de interés

e) Lenta velocidad de crecimiento del cultivo

De 1lo anterior podemos deducir Que un CTV puede ser el
crecimiento productive de una masa de células vegetales sobre

alglin tipo de medio nutritiveo.

La prineipsal razdén de utilizaer cultivos de tedidos esr para
téner un mayor conocimiento acerca de las propledades de las
células aisladas (cultivo) de la planta ¥y en la medida que conoz-
camos ésto, tener mayor informacidén acerca de las propiledades e
interrelaciones de las células dentro de la planta (Dennis,

1976).

Para establecer un cultivo An vitro de cuslguier eapecie, ae
puede utilizar un sistema de ensayo y error (Gamborg et al.,
1976) o bilen buscar bilbliogrAficamente algin medic adecuado uti-
ilzado en alguna familia cercana a la especle en estudio y probar
ese medio para observar si da o no resultado, 81 el resultado es
negative 8se pueden hacer variaciones y volver al gistema de

eansayo y error.

OBTENCION DE UN CULTIVO DE TEJIDO:

Como mencionamos anteriormente, al tejido indiferenclado
ereciendo sobre un medio sé6lido se le llama callo y su induceidn
se efectiGa generalmente plantando un trozo de tejido diferenciado

estéril sobre un medio nutritivo gelificado con agar ¥ al cual se

14



le han agregado fitorreguladores. El callo puede cultivarse
transfiriéndolo todo o© una parte a medio s6élido fresco con el
objeto de que adquiera un crecimiento rapido ¥y una consistencia
sBuave. a esto se le conoce como resiembra. Dependiendo de ia

planta de qQue provienen los callos pueden ser blancos, amarillen-—

tos, verdes o plgmentados con antocianinas (Dodds ¥y Roberts,
1982).

Las diferenclas en el medio de cultivo, el medio ambilente,
edad, origen <celular y tasas de crecimliento puede explicar el

comportamiento de una linea en particular ¥y no necesariamente
representar una caracteristica general de las células vegetales
en cultivo. Condiciones mas uniformes en cultivo pueden ayudar a

obtener datos y observaciones mAs comparables.

Existen tres factores en particular, los cuales gobiernan
los sucesos de los cuitivos celulares y éstos son: origen del
explante, el medio de cultivo y 1las condiciones ambientales

(Gamborg et al., 1976):

aY Origeﬁ ael explante. La produceiédn atil de callos b4
subsecuentemente la regeneracidn de l1la planta es dependiente,
en parte, de la calidad asociada con los explantes usados y
éstos estén relacionados con la condicién de la fuente Aveze-
tal, eg decir, Que ella haya tenido buenos requerimientos
nutricionsles antes de ponerse en cultivo de tejidos. Las

Plantas jJévenee proveen los mejores explantes.

b) Meaio de cultivo. Dependiendo de la planta Que se egté es-

15



tudiando, se utiliizard al medio de cultivo adecuado, por
ejemplo, existen diferentes mediocs basales como el de
Murashige, el de White, el de Gamborg, ete., los cuales
pueden utilizsrﬁe tal como dice su preparaciédn o se les
pueden hacer clertas modificaciones de acuerdo a las necesi-

dades de la planta en estudio.

e) Condilciones ambilientales. Estas se refieren a las condiciones
ambientalesg Que necesita el cultivo para su desarrollo Sptd-
mo, teniendo en cuenta qQue para este desarrollo, existen
trgtamientos de precultivo realilzados sobre la planta fuente,

vy posteriormente para el cultivo in witro. se tiene un con~

trol sobre algunas variables tales como: temperatura (rango
o

éptimo 25-27 C)., ffotoperiodo, intensidad luminosa. humedad,

aete. (Staba, 1980), por supuesto que todos estos factores

varian dependilendo de la especie vegetal tratada.
REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE LOS CTV

Aunqgue las plantas completas tienen requerimientos simples
para su crecimiento, log cultivos de tejidos vegetales tienen
necesidadeg maAs complejas, es decir, reqguieren de macro y micro-
nutrientes, tales como vitaminas, horﬁonas. fuentes de carbono,
atc., ya Que 1in vivo son sintetizadas por algiGn Sdrgano de la
planta ¥ transportados hacia donde son metabolizados, en tanto

Que an los CTV no.

Lo madios basales de Murashige y Skoog (MS), Gamborg,
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Miller y OJima son mé&s adecuados para un amplio rango de plantas
¥ para la promocién de organogénesis en cultivos. Se deben encon-
trar concentraciones adecuadas para Que haya un ¢recimiento de
las células cultivadas pgvé cada easpecie. Generalmente el medio
MS presenta una solucidén de sales, las cuales ayudan a mantener
el crecimiento de maAs células en culgivos vegetales. Algunocs
.
iones, como el i4én amonlio, también puede presentarse en el medio
de cultivo en altasg concentraciones en todas lasg plantas y desa-
rrollar teijido in vietro en todog loe estadios. E1 agregar fosfato
monobAsicp de egodio en la golucidédn de sales del medio MS ha
resultado benéfica para algunos tejidos. El medioc MS en compa-
racién con otro? medios presenta mayor cantidad de microelemen-
toa. :El agregar agentes quelantes, como @l EDTA. asegura Que el
hierro sea capaz de Quedar en.solucibn en un amplioc rango de pH
(Seaﬁfook et al., 1976). El efecto de promocién del crecimiento y
la gelectividad del medio de cultivo para tejidos vegetales son
dep;ndiences del pH, por lo cual los medios de cultivo son usual-

mente ajustados a un rango de pPH de 5 a 6 antes de 1la adicién del

agar.

Las vitaminas ason importantes para que haya un buen creci-
miento Ln'¥1Iza.de1 cultivo de tejido, 1a mAas amplismente usada
es la tiamina-HCl. Las concentraciones de nitrégenc y potasio

parecen ser importantes para la embriogénesis sombAtica.

La sacarosa se utiliza como fuente de carbono, Qque es

absclutamente necesaria para la mayvoria de los tejidos, muy pocas

céiulas son autotréficas in vitrg. La sacarosa. en concentra-
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clonea de 2 a 3% es comGnmente usada como fuente de carbono. Hay
evidencia de que la producceidn de algunos metabolitos obtenidos
de cultivo de tejidos vegetales pueden ser afectados por la

concentraciédn de la sacarosa (Tabat&. 1977).

Los reguladoresgs del crecimiento, en plantas intactas, actaan
para regular y coordinar procesos los cuales ayudan al desarrollo
normal de la planta, El crecimiento, la aiferenciaciédn del tejideo
Y las cé&lulas, asf como el metabolismo secundario, son afectados
por los fitorreguladoras. El agregar reguladoras del crecimiento
al medio de cultivo, no es siempre necegario para cultivos de

* callo., Sin embargo, el suministro de dichos reguladores es usual-
?%éﬁie obligado para cultivo de callos en los cuales se requiere
un incréinento en las tasas de crecimiento u organogénesis. Muy

pocas plantas en cultivo in vifro produciran callos abundantemen-

te en la ausencia de reguladores del crecimiento.

El Acido 1ndoclacético es la auxina generalmente mas usada
para el cultivo de tejidos vegetales debido a aus pocos efactos
adversos gobre la organogénesis. S1 bien el &cido 2, 4-dAiclorofe-—

noxiacético también es amplismente utiliizado.

Las citocininas son un segundo grupo' de reguladores qal
crecimiento en donde 1las mA&s usadas son la cinetina (K) ¥ 21la
benzilaminopurina .(BAP), eacé ultima tiene particulavmente efecto
en la domiﬁancia apical en brotes axilares y sobre 1l1la §rolifera—
cidédn &e brotes inducidos in vitrg (Staba, 1980). Se he reportado
que el balance de niveles de auxina y citocinina, son necesarias

para el control del crecimiento y la orcanogéqesia in vitzxa.

18



Los aminocAcidos ¥y las amidas pueden ser utilizados para el
cultivo de telidos vegetales de algunas especles. Las mas utili-
zadas son L-asparagina, L-&cido aspéArtico, L-arginina, y L-gluta-

mina (Huang y Murashige, 1975).

La fuente de nitrédgeno estid dada por el amonio y_el nitrato,
adem&4s e sabe que los &cidos citidilico ¥ guanidilico’ sirven

para mejorar el cultiveo de callos.
CULTIVO DE CALLOS

El cultivo de tejidos vegetales puede realizarse en un mediq
nutritivo solidificado con agar, en donde el tejido forma un
callo o masa de células en proliferaciédn, el cual es convenilente

.
para 1inducir y mantener lineas celulares (Gamborg y Wetter,

1975).

Este callo representa un crecimiento relativamente lento.
Las nuevas células son formadas en la periferia de la masa del
callo exiatente, 1las cuales se encuentran mometidas a un gradien—
te nutricional que va desde las células Que estén en contacto
directo con el medio hasta las gue crecen en la superficie del

callo.

Cuando un callo se deja crecer por mucho tiempo en el miamo
meaio, los nutrientes esenciales del medio son consumidos por el
callo al igual Que hay pérdida de agua del agar y secresidn de
metabolitos por el callo, por‘esté razé4n hay qQue resembrarlos en

medioc fremeco despuéa de un cierto tiempo para Que &stos no mueran

¥ erezcan en mejores condiciones.
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LOS ALCALQIRES

Los alecaloldes son ceompuestos nitrogenados. presentes en las
pPlantas, Qque frecuentemente producen respuestas fisiolézicas al
ser administrados a mamiferos. Este término se aplica a  ‘una

heterogénea colecclén de bases de las que se excluyen: a " las

purinas y a las pirimidinas.

Latharanthus reseus. es una planta que contiene casil = todos
los tipos de salcaloides derivados del indel, Yy que ha sido es-

tudiada en forma muy asignificativa durante los Gltimos 20 aficsa.

Los primeros compuesatos aiglados de la planta entera fueron
la wvincoleucoblagtina (vinblastina) ¥ la leurosina, pero oatras

fracciones demecstraron tener ain mayor actividad farmacoldégica.

Posteriormente se encontraron la vincrietina ¥y la leurosidina. A
la fecha se han reportado cerca de 200 alcaloides, comprendidos
dentroc de los tipos Corynanthe, Iboga, Aepidosperma y Strichnos,

con patrones estructurales diferentes entre si.

Tanto vineristina como vinblastina (Fig. 2 ) pertenecen al tipo
Aépidosperma. Qque tiene como pPrecedentea inmeaiatos a la
vindolina ¥ a8 l1a 16-g-carbometoxivelbanamina:alcaloides relativa-
mente menores ya que su produccidén en la planta es de 1 g ¥y 20
mg/ 1000 Kg de peso fresco, respectivamente. Ambos han deamoastrado
ser también agentes valiosos en el tratamiento de enfermedades
neoplésicas humanas, solgos o en regimenes combinados.

El mecanismo de accidn de estos alcaloides ge lleva a cabo

inhibiendo la sintesis de los &cidos nuciéicos, de las proteinaes



cHO

' YCR R= -con

; ' VLB R=-cH,

Figura 2. Las estructuras de la VLB y la VCR difieren s6lo en que
la segunda contiene un grupo formilo en lugar del
metilo unido al nitrégeno del dihidroindol de 1la

mplécula.
y de los lipidosy su efecto en 1la sintesis protéica esta
probablemente relacionado con su capacidad de unirse a los ribo~
somas Y a sus subunidades, originando la precipitacién de comple-—

jos en los-ribesomas  de -las células afectadas.

+-Los alcaloides de C. roseus, son también agentes inhibito~
rios especificos del ciclo celular, bloqueando ih metafase en la
mitosisg -wsta actividad-bivolégica se explica por su-capacidad de
fijarse-s ‘la proteina tubﬁliﬂ.. un componente clave de los micro-—
tdbutes <celulares. -La divisién celewiar en - la wmetafase se
'intorrumpe por la disrupcién de los microtdbulos del aparato

mitdtico.

En 1971, Kempis, Hesse y Schmid, discutieron sobre un nuevo
enfoque para la clasificacién de los alcaloides del indol basado
en el establecimiento de su biosintesis. De este modo, 1lo0s alca-
loides fueron divididos en S clases y dentro de cada clase se

desarrollaron varias subclases.
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El triptofano es el precursor bilosintético de todos estos
alcalolides, pero excepto para los alcaloldes més simples, es raroc
Que sea la Gnica fuente de carbono. Frecuentemente varios de los
carbonoe son suministrados por otra fuente de carbono, tal como

una unidad de monoterpeno.

El ¢triptofanc es descarboxilado por medio de la triptofano
descarboxilasa para dar la trippamina. La triptofano descarboxi-
lasa es la primera enzima qgue cataliza al metabolito primario L-
triptofano haclia la sintesis de :los metabolitos secundarios. Esta
enzima ha sido extraida a partir de C. Xogeug ¥y ha sido parcial-
mente purificada por precipltacién con sulfato de amonio ¥ £1i1-
tracién en gel. La actividad de la triptofano descarboxlilasa
parece Ber uno de los factores que regulan la biosintesis de los

alcalioldes en C, rogeus.

Obgervaciones recientes muestran Que la sintesis dae los
alcaloides del tipo Aspidosperma e Iboga, (Kurz, 1981) los cuales
aparecen mAs tarde en la via biosintética, pudieron llevarse s
cabo después de gue la formacidén dae 108 alcalcides tipo

Corynanthe ha alcanzado un méximo.

Se ha demostrado Que los cultivos de tejidos vegetales han
8ido Gtiles para estudiar las propiedades y regulaclén de viae
metab&élicas en el metabolismo secundario (Hahlbrock, 1976). Re~-
cientemente se ha pbdido estimular la biosintesis del alcaloide
indbdlico ajmalicina en cultivos en suspeneidn de C. pageus modi-

ficando las condiciones del medio de cultivo (Knobloch, 1980).
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La pProducclidn de alcalofdes en cultivoa celulares puede ser
congidgderada como un proceso de diferenciaciédn gobernado por las

condiciones ambientales asl como por el genotipo del material en

cuestidn. Mientras que las condiciones ambientales Qque pueden

inducir a las células en cultivo a sintetizar Yy acumular alca-

loides han sldc blen descritas, la selecclidn de un genotipo

prome tedor reaQquiere una continua inveatigacién (Kurz, 1981).

Se ha observado (Kutney, 1981) Qque los cultivos de células

de diferentes plantas. atn derivados ¥ propagados de la misma

manera. muestran diferentes vias enzimaticas, quizés débido é la

pérdida o ganancia de actividad de algunas enzimas.

Un estudioc de més de 400 callos ¥ cultivos en suspensidn de

C.. Igaaus., detectd gQque la composicidn de loe alcaloidea parecia

ser especifica para cads linea celular (Roller, 1978).

Se ha encontrado que el contenido de alcaloides es &ptimo si

el crecimientoe es iniciado por un indculo que ege encuentre en la

fage logaritmica deal crecimiento ¥ con un ifindice mitéStico alto

(Kutney, 1980). Se ha demoatrado (Kurz. 1981) Que el porcentaie

de los alcalocides por gramo de péeac aeco 8é incrementa con el
Con res-~

tiempo, con una produceidn Sptima a las 3 &6 4 egemanas.

pecto a los periodos més tempranos del crecimiento del cultivo se

denuestra un incremento més rAdpido en la biosinteals de la ajma-

licina y de la yohimbina (fam. Corynanthe) Qque la observada para

1a vindolina {(fam. Aspidosperma).

. mayoria de loas eastudios se han concentrado en el metabo-
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lismo de log alcaloides monoméricos, sobre todo en la ajmalicina,

cuya ruta metabélica ee paralela a l1a ruts hacia VCR y VBL.

En la figura 3 se observa ls ruta bilosintética de la estric-
togidina, la cual tiene una funciédn c¢lave en la bilosintesis de
los alcaloides de C, roasul. Como se indica, el nitrdgeno es
derivado de la triptamina y el resto de la molécula de un

monoterpaenoide tipo Corinanthe, el glucédsido iridoide: secologani-
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Figura 3. Biosintesis de la estrictosidina.

La enzima qQue hidvol:l-za al geraniol ¥ al nercl a los deri-
vados 10-hidroxi, es una oxigenasa del grupo citocromo P-450,
aesta enzima ae encuentra localizada en vacuolas o provacuclae.
Por otra parte se ha encontrado a una anzima que cataliza la

reaccién de geraniol a geraniail, ¥y de herol a neral, en la pro-
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- .
do NAD* &6 de NADP ¥ la reaccidn inversa cuando se usa

sencia

NADH 46 NADPH. Egta oxidacibn puede estar involucrada en la bio-
sin;esié. ta8l vez comco un intermediario e&ntre el 10-hidroxige-
raniol (& nerol) ¥y el Ac1d6 loganico, pero este punto aun no ha

eidorcomppobado.

Después de Que ha sido producida la secologanina a partir
del Acido loglnico: hay una condensacidédn enzimAtica estereocaespe-

cifica de la tripramina ¥ la secocloganina., para dar egstrictosidi-

na. Esta condensacidn se lleva a cabo por medio de una enzima
conccida copo estrictosidina sintetasa. La estrictosidina re-
gaultante tiene una eAaterecquimica 3-a, ésta esg l1la configuracilian

Que B8Be necesita para la formacidn biosintética de los alcaloides
inaéllicos monoterpencldes. Ls estrictosidina es deglucosllada por

medio da una glucosidasa.

En 1979 Lee y Hirata encontrarcon que & partir de catenamina
se llevaba & cadoc la conversidn a ajmalicina, por medio de la

enrima catenramino reductasa, la cual es depaendiente de NADPH.

A partir de ajmalicina 3 hasta la biocintesis final de los
alcaloides de . rogeus no sa conoce exactamente cuéntas y cudles
son las enzZimas Que intervienen: sélo se conoucen algunos interme-:

dlarioa, como se muestra en la figura 4.
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MATERIAL DE VIDRIO:

~-Matraces aforados
-Matraces erlenmeyer
-Tubos de cultivo
-Pipetas pasteur

-Probetas

MATERIAL GENERAL:

~Eap&tulas
—-Algoddn

-Pinzas de diseccidn

EQUIPO:

PotenciSmetro Seckman

NATERIALES

-Vasos de precipitados
~Pipatasa
~-Frascos gerber

-Cajas petri

-Qags

~-Plisetas

Placas de calantamiento ¥y agiltacidn

Centrifuga Beckman JA-21

Espectrofotématro Carl Zeiss

Licuadora Osterizer
Balanza analitica

Balanza granataria

Bafno maria dea temperatura constante -

Agitador vortex
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Campana de fluJo laminar
Refrigerador

Congelador

Cuarto de cultivo

Autoclave
FITORREGULADORES:

- AIA (&cildo indolacético)

~ BAP (bencil amino purina)

REACTIVOS:
Los reactivos utilizados fueron todos de grado reactivo,v-de '

la®s casas: Baker, Merck y Sigma.

ELABORBACION REL MERIO DE CULTIVO

En un matrazr con agua destilada en agitacién se agregaron
las aocluciones gque se muestran en el apé&ndice. Poasteriormente en
vasos e preacipitsado con agua en agitacidn se sagregaron loe
fitorreguladores. lo& cuales previamea:e fueron llevados a un pH
acido, a continuacién se mezclaron con las goluciocnea y se ajustd
el pH & 5.6. En seguida se agregd la sacarcsea, se esperd a gque ge
disclviera y se aford a ls cantidad requerida. A continuacidén ge
agregd el agar, el cual debe haberse lavado al mencs 3 vaces con
aguas hasta Que adqQuiera un color blanco. ¥ se procedid a fundir a

[+]
una temperatura aproximada de 50 C.

Posteriormente se vacid en los tuboe de cultivo (8 ml .éen
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c/u), Be taparon con papel alumnioc y se autoclavearon a 1210C

durante 15 minutoas.

Cada mes se deben hacer a@ocluciones nuevas, para evitar qQue

haya precipitaciones ¥y contaminacién en las soluciones stock.
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DETERMINACION DE PROTEINAS: Método de Peterson (1977)

Scluciones stock:

~ Cobre-~tartrato-carbonato {(CTC). A unayqdldcién al ioxide carbo-
nato de modto, la cual esta en azicacién;_ se 1e.anadé sulfato
de cobre-tartratco para dJdar una concentrécién final de 0.25%,
Eata soluciodn eo éstable por lo ménoa 2 meses avktemperatuﬁa
ambiente. :

- Dodecil sulfato de sodio al 10X (SDS)

- Hidréxido de sodio 0.8 N

- Folin Cciocalteau

Scoluciones para trabajar:

- Desoxicolato de sodio al 0.15% (DoC)

- Acido tricloroacé&tico al 72X (TCA)

- AlbOmina (BSA) (0.5 mg/ml), se prepara mezcléndolé Junto con 1-
mg/ml cde azida Jde nodio {como agente nnfibactoriano. n§ inter-~

o
fiere) ¥y se almacena a ~70 C en pequefias alicuotas. Sirve para 15

Adias.

- Raeactivo A: Mezclar partes iguales de los atock CTC, NaCH, SDS

¥y H O
2
- Reactivo B: 1 volumen de reactivo de Folin Ciocalteau mezclado

con 5 volumenes de agua (es eptable a temperatura ambiente an
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debe coloear en frasco aAmbar).

Procedimiento:

1)

2)
3)
4)
5)
6)

7
85

9)

"10)

11)

iz)

La muestra, que contenga 5-100 ug‘de‘pioteina.'se 1ievp a i
ml con agua destilada
Adicionar 0.1 ml de DOC al 0.15X%

Dejar reposar 10 min a temperatura ambilente -

Enfriar 5 minutos

Adicionar 0.1 ml de TCA al 72% previaﬁenterfiiéf

mezclar .

Enfriar 20 minutos

Centrifugar a 3,000 x g durante 15 minutos
Daescartar el sobrenadante y dejar el tudbo boca abaljo para
escurrir. La pastilla Queda pegada en el fondo del tubo

A la pastilla se le adiciona 1 ml de reactivo A mAs 1 mil de
agua, mezclar y dejar 10 minutos a temperatura amblente
Adicionar 0.5 ml del reactivo B y mezclar inmediatameante
Dejar 30 minutos an reposo

Leer la absorbancia a 750 nm

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GS

La actividad se midié mediante una modificacidén del método

de Kanamori y Matsunmoto (1972). La mezcla de raacciédn contenia:

Tris—-HCl 50.0 mMm 1.5 ml PH = 7.5

ATP 6.6 mM 0.2 ml PH = 7.0 r.p.
Glu—Na i92.0 mm 0.5 ml PH = 7.0
HzSOu 33.3 mm 0.1 ml
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NH OH 10.0 mM 0.3 ml PH = 7.0 r.p.
2 N .
Cisteina . 3.3 mM 0.1 ml

Extracto . = ———m—-n 0.3 ml

’La‘ reaccidbdn se iﬁicibycohtla adicidn del glutamato. La
mezcla se Incubd por 30 minutés a 37°CAen lugar de 15 min a SOOC.
como - el método original. La molaridad de iae goluciones se re-
fiere a 1a molaridad final, excepto para el Trigs. En cada deter-
minacién e usd® un blance a tiempo cero, es decir, contenisa todos
lon reactivos ¥y al miemo volumen de extracte enzimatlco peroc la

reaccid4n deve detenerse a tiempo cero adicionandec 1 ml del” reac-

tivo de cloruro férrico.

EY ¥P-gluramil)- P -hidroxamato formado Be determinédé adicionan-
do 1 ml del reactivo de cloruroc férrico (volumenes iguales de
FeCl .6H © al 10% en HC1 0.2 N, TCA al 24X ¥y HCL al 50%). Se

2 2 ) .

cantrifugd 15 minutos a 3.000 rpm ¥ gse mi1idid el incremento en la

avnorvancia a8 540 nm respecto a cada blanco.

La velocidad de 1la reaccidn se expresd comoe Mmoles -de
P-glutamil~-FY-hidroxamato formado por minuto, parsa lo cual Be uti-

1izé6 una grafrica de calibrecidn.

Una unidad enzimatica se definid como la cantidad de enzima
qQque catalizes la formacién de 1 umol de V—clutemil—r-njaroxamato
POrT minuto bajo las condicionea del enaayo. La actividad especi-
fice 8 expresd como unidades de enzima por miligramo de brotet»
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GOGAT

La activided de la GOGAT-NAD(P)H se determinsd  por el ".método

de Beevers y Storey (1976), . con las modifica ég*iﬁCquqé;das

por Loyola (1983).

La mezcla de reaccliédn co
Tris-HC1 100 mM
a-KG 10 mM

Gln 30 mM

NAD(P)H 80 uM:’
Extracto 170,33/ m
3.0 ml
La mezcla de todos 108 componentes, exceprToe eI.NAD(P)ﬁ. _se

o .
incubs a 30 C por dos minutos. daspués Se inic1d la reacaibdn

afiadliendo el NAD(P)H. Se graficd la disminucién en la absortonclas
a 340 nm, Sa usd 8dlo ia parte lineal de la gr&fica. La molaridad
ade las scluciones se refiere & la molaridad firal., axcapto para

el Tris.

L.a velocidad de ia reaccid4n se axpreasd como nmoles de
NAD(P)H transformados por minuto. para lo cuali se utilizé una
grafica de calibracibn. Una unidad enzimAtica ase definid como 1a
cantidad de enzima qQue produce un cambio de 0.00: on la amabsorban-

cia a 340 nm por minuto.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD(P)H
La sactividad de @sta enzimas se determind por el método - de
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Joy (19733 con 1las modificaciocones introducidaas en egte trabajo.

La mezcla de reaccidén contenia:

TﬁisLHC}j‘ 100 mM
a;KG_E}fw'~ 10 mMm
NQ c;ﬁ“L" 100 mM
NA;(;)H—VVV 160 uMm

. Exptracto

‘3.0 my

:La mezcla de todos los componentes, excepto el NAD(P)H se

o } .
ftncubd a 30 C por dos minutos y después se inicid la reaccién
anadiendo el NAD(P)H. Se graficéd la disminuciédn en la absorbancia

a 340 nm. Se uasd sélo la parte lineal de 1a gr&fica.

La molaridad de ias soluciones se rafiere a la molaridad
final, excepto para el Trig. La velocidad de l1la reaccidén se
expreadé como nmoles ade NAD(P)H rransformados por minuto, para lo
cual se utilizédé una gradfica de calibraciédn.

. -
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD{(P)
Para esta determinacién se utilizéd el método de Loyola

(1984). La mczclﬁ de reaccidn contenia:

Tria-HC1 100 mM 2.1 mM . pH - g.4
Glu 60 mM 0.5 m

NAD(P).' 600 uM 0.2 m1 PH -:é;bf
Extracto ‘ 0.2 ml.~ L
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La mezcla de todos los componéntes. exceptce el NAD(Pf . se

® oo R
incubdé a 30 C por dos minutor y después se inicid la  reaccién
+ [T PR

anadiendo el NAD(P) .

Se graficd el incremento en la absorbanéiaﬂaf‘éuoiinm

utilizd gdlo la parte lineal de la grafica.

La molaridaad de las soluciones se refiere a 1a molaridad
final excepto psara el Tris. La velocidad de la reaccién ase expré—
-+

86 como nmoles de NAD(P) transformadog por minuto, para lo'cual

se@ utilizé una grafica de calibraciédn.

DETERMINACION DE NITRATOS

Se siguié la técnica de Nicholas ¥y Nason (1971). Se realizé
una curva patrén con KNO . El procedimiento a seguir para la

3
curva patrén es el mismo para el ensayo Que parsa lag muestras:

Extracto 0.02 ml <+ 1.48 ml de agua destilada

-

0.1 m1 da Acidoc sulfamilico al 10X

}

agitar y dejar reposar durante 2 min.
agitar y adicionar 0.4 ml de HC10O al 20X
‘ a
agitar y medir absorbancia a 210 nm

La curva patrd4n ge obtiene graficando la concehCPacién‘en hz




de KNO
3

contra la absorbancla a 210 nm.

DETERMINACION DE AMONIO

El amonio se determind por el método del indofenol

1965) Que
partir del amonio liberado en la reaccidédn utilizando como catali-

se basa en la formacidn del complejo Ade

zador nitroprusiato de sodio:

Para

cuantificar el ~amonio

liberado por este método

necesario tener un pH neutro.

Mezcla de reaccidn (muestra):

1.7 ml KH PO 100 mMm

pPH = 7.5
2 &

0.2 ml urea 200 mM

0.1 ml extracto de tejido

Mezcla de reaccidn (blanco):

1.9

0.1

Soluctdén

Solucién

Método:

mil

ml

de KH PO 100 mm . PH = 7.5
-] v
del extracto de tejtido N

fenol 0.106 M + nitroprustiato de sodic 0.17 mM

NaoH ©0.125 M « nafpoclorito de sodio 1 mM

Agregar a 1a mezcla de reacciédn 5 ml de la soxbelon X

Adicionar 5 ml de la solucibn B
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Agitar yv dejar desarrollar el color por 30 min

. Medir el incremento en la absorbancia 3'575 hm:'

La curva patrdn se obtiene graficando 1a'éonden:raéibn,_del

NH Cl contra la absorbancia & 575 nm.
a

DETERMINACION DE AMINOACIDOS

Se utilizé el método de Cocking (1954). Se realizé una curva
patrén con acido glutémico. El procedimiento a segulr para la

curva patrén y el ensayo de las muestras es el mismo:

0.0 ml da extracto + 0.96 ml da agua destilada

1 ml1 de reactivo de ninhidrina

'

se pone a ebulliciédn 30 min

2.5 ml de isopropanol al 50%

|

reposar 15 min a temperatura ambiente

i

leer ls abdbsordbancia a 570 nm

Resctivo de ninhidrina:
Solucién A: amortiguador de citratos 0.2 M pH 5.0 0.1 (r.p.).
adicionar por cada 50 ml de awmortiguador 0,08 g de SnCl .

2
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Solucién B: Tomar 10 ml del resctivo A ¥y adicionar 0.4 ml de
ninhidrina previamente disuelta en 10 ml de metilcelosolve

(etilenglicol-monometil-éter).

La curva patrédn se obtiene graficando la concentraciédn en ug

de glu contra la absorbancia a 570 nm.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CLOROFILA

M&todo de Arnold (1949). El procedimiento a segulr se anota

a continuaciédn:

~ eslocar en un tubo 1 ml de acetona al 80 X

- adiclonar 100 Nl de extracto

- tapar el tubo éon pararilm, agitar en vortex ¥y guardar en 1la
oscuridad durante 5 min

— transcurrido el tismpo anterior se centrifuga a 600 x g por 5
min

- pogteriormente decantar la solucibn ¥y colocar en una celda de
vidrio para efectuar las lecturas de la absorbancia a 665 y 649

La concentracién de clorofila en ug/ml se calcula utilizan-
do las sigulientes ecuaciones:
Clorofila & = 11.63 (A ) - 2.39 (A )
665 649

Clorofila b = 20.11 (A ) - 5.18 (A )
649 - 665

Clorofila total = §.45 (A ) « (A ) 7.2
665 589
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PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

Previamente se debe enfriar todo el material que se va a
utilizar. Para la preparacidn del extracto enzimético se aiguid

el procedimiento que a continuacisn se menciona:

[+]

1) El tedido (callo) se congeld a -70 C
.

2) El1 tejido congelado se moliid en un mortero (previamente en-—

friado).

3) Se 1le adiciond inmediatamente el buffer de extraccildén (Tris-

HC1 50 mM, CacCl .2H O 1 mM, mercaptoetanol 5 mM, pH 8.2) en
2 2 o '
una relacién de 1 g:2.5 ml ¥y 5% (p/pP) de polivinilpolipirroli-

dona.

4) La mezcla se homogeneizdéd ¥y se filtrd sobre gasa (previamente

humedecida con buffer).

5) E1 rfiltrado se centrifugé a 18,000 rpm durante 30 min en el

rotor JA~20 en la centrifuga J2-21

6) E1 sasobrenadante de la centrifugacién (extracto crudo) fue

utilizado para las determinaciones enzimAticas.

DETERMINACION DE ALCALOIDES

Loa alcaloides est&ndar fueron obtenidos de Sigma. Los

solventes usados en el HPLC fueron de grado HPLC aGe 1la casa

Merck.

39



Los alcaloides fueron extraidos con metanol (12 h) y después
con cloroformo (12 h) en un Soxhlet. Los extractos de metanol ¥y

cloroformo fueron evaporados por separado ¥y se redisolvieron en

un pequefio volumen (0.5 ml) antes del anélisis.

Las muestras fueron analizadas por HPLC en un eromatdgrafo

Varian 5060 usando una columna de fase reversa MCH-5. La elueidn

(=]
fue realizada a 30 C con un gradiente ternario:
A = agua/metancl 90:10

B = metanol

C = 0.1 M SDPS en 0.02 M de buffer de fosfatos pH =-5.3

La proporcién utilizaada de A/B/C fue: 47:48:5 en el tiempo

cero Yy una proporcién A/B/C = 0:95:5 a un tiempo de 33 min. La
deteccidn fue relizada con un detector Varian UV-2050, de lon-
gitud variable a 254 nm. Unos segundos después,. cuando la absgsor-

bancia se estabilizé, se hizo un barrido de 190 a 300 nm.
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Fig. 5. Curva patrén para protefnas
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Fig. 6. Curva patrén para nitratos

Absorbancia (210 nm)
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Fig. 7. Curva patrén para amonio

Absorboncia (575 nm)

0.1 0:2 0.3 E.L‘ iﬁ 0:3 0.17 0:0 0.9 1.00
NH CI (pg)
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Fig. 8. Curva patrén para aminodcidos
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RESULTADOS Y DISCUSION

El degarrollo pYg crecimiento de un cultivo depende
evidentemente de las condiciones bajo las cualeg se esté
creciendo. En lo8 cultivos empleados en el presente trabajo, se

utilizarcn dog combinaciones de reguladores del crecimiento.
Cuando se tuvo presentes tanto al AIA como BAP los callos

crecieron més vigorosamente (Fig. 9) ¥ fueron de color blanco.
Cuando 21a suxina fue omitida el crecimiento fue més lento ¥ 1los8
cultivos mostraron una fase de retardamiento mAs prolongada (Fig.
9) por lo que durante el periodo de tiempo estudiadeo no alcanzd
la fase estacionaria. Bajo esta Gltima condicién los cultivos

fueron capaces de desarrollar la sintesis de clorofils.

Puesto que las células al ir creciendo van pasando por
diferentes etapas de desarrollo, es probable Qque las actividades
especificas de las enzimas sean un reflejoc de este desgsarrollo.,
por lo Que se procedid a evaluar este parémetro pars cada una de

las enzimas estudliadasg a lo largo del ciclo de crecimiento.

E1 patrdn enzimbético mostrado por la GDH-NADH se mueatra en
la figura 10 (pa&neles A ¥ C). Log cultivos blancos presentan tres
plicos de actividaa de la GDH (Fig. 10-A). en tanto que los callos

verdes s&lo uno (Fig. 10-C). Es probable gque la ausencla de los
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plicos II ¥ IXI. qQue aparecen en la fase estacionaria del ciclo de

crecimiento de lo8 callos blancos., se deba a que la curva de

crecimiento de los callos verdes se encuentra desplazada debido a

un crecimiento mAs lento y por lo tanto atn no llega a la fase

estacionaria.

Otra diferencia fundamental entre ambos cultivos es el valor

absolute para la actividad de la GDH-NADH. Los callos blancos

poseeen una actividad especifica 5 veces mayor para esta enzima

Que la determinada en los callos verdes.

Pareceria ser Qque los callos blancos si bien provienen de

aexplantes de hoja al igual Qque los callos verdes, han adqguirido o

degarrollado propiliedadesg de tejidos ho fotosinté&ticos, comoe de

ralz. Easte efecto desde luego es8 completamente dependliente de la

presencia del AIA, por lo que el efecto puede ser indirecto, eg

decir Qque sea el AIA o mAs bilen el balahce AIA/BAP el que eaté

produciendo el fendSmeno de desdiferencliacidén y como congecuencia

el cambio en el patrén de las enzimas.

Puesto Qque 1a GDH es capaz de catalizar la misma reaccién en

los doas sentidos, también se midié el asentido desaminativo de 1la

reaccién, entre otras cosas porque actualmente aGn es materia de

controversia cual es la verdadera funcién de esta enzima. Es

decir si principalmente cataliza la sintesis del &cido glutéamico

© su degradacidén. El modelo de CTV puede ayudar a elucidar este

problema, ya que podria esperarse que estas dos acciones de la

GDH se encuentren separadas a lo largo del ciclo de crecimiento

de los cultivos.
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La actlividad de la GDH-NAD, al igual que para la GDH-NADH,
también esg muche mayor en los callog blancos (Filg. 10-B)
comparada con los callos verdea (Fig. 10-D). Los callos blancos
presentan tres pilcoe de activiaasd a los 10, 15 y 20 dias de
iniciado el subcultivo, en tanto qQue los c¢allces verdes sbélo
presentan uno a los 5 dias (Fig. 10-B). Pero a diferencia de la
GDH-NADH, aeste pico no coineide con nhingunoc de los picos de los
callos blancos, aunque podria ser el pico de los 10 dias por 1la

etapa del crecimiento en que se encuentran los cul<=ivos.

Por otro lado s8i comparamos las actividades de GDH-NADH
contra las de GDH-NAD para cada cultiveo podemos obeservar que
ambas actividades coinciden en los dos tipos de cultivo, a 1o

largo del ciclo de crecimiento.

En 1la gréfica de la figura 11 puede obgerwvarse que la
actividad especifica de la GS en los callos blances »(Fiz. 11-A)
es aproximadamenta diez veces mayor que en loa callos verdes
(Pig. 11-C). Ademés, el comportemiento durante los primeros
dieciseis dias es totalmente diferente en ambos casos, ya Qque
mientras que en los callos verdes se presentan tres picos de
actividad muy bien defintidos, a los 2, 9 ¥ 17 dfas en 1los callos
verdas dicha actividaa es muy baja ¥y permanece constante hasta el

dia 17 en el qQque se presenta el Gnico pico de actividad.

Hasta ahora, en plantas, se han descrito dos 1scenzimas para
la @GS, una en el citoplasma ¥y otra en el cloroplasto de las
células fotosintéticas, en tanto que en las células de la raiz se

ha descrito s&8lo una GS, similar a la GS del citoplasma de . los
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tedjidos fotosintéticos,

Los CTV parecen mostrar su propio desarrollo 1soenzimAtico
para la GS, yé Que 1oa callos blancos muestran 3 picos’ ' ade

actividad de GS. 'Queda por elucidar si estoa picos son verdaderas

iscenzimas, © sl sSe trata de la misma isocenzima pero- modificada
covalentemente, por ejJemplo por glucosilacilones como se ha
determinado en algunas plantas. Una tercera alternativa podria

ser qQue cada uno de los picos tuviera una composicidén de pépfidos
diferente. La GS de Phageolusg vulgarils esté& compuesta de dos
tipos diferentes de péptidos, a ¥ B. ¥ la composicidn en el
numero de cada uno de ellos varia con la edad de la planta (Lara
et al.. 1984). En el presente caso cabria esta posibilidad, que
cada uno de los pilcos mostrara una diferente composicidn en el

.
nimerco de subunidades que forman a la GS.

La GOGAT-NADH también muestra un comportamiento diferencial
entre los callos blancos (Fig. 11-B) ¥y los callos verdes (Fiz;
11-b), yva Qque mientras los callos blancos presentan 2 picos Qe
actividad, uno al iniclo de la fase logaritmica y el otro en la
estacionaria. en tanto gue los callos verdes presentan 2 picos en
la fagse logaritmica, el primero probablemente es el mismo que el

de los callos blancos, pero el segundo es definitivamente,

aiferente.

En este caso la actividad especifica de la GOGAT-NADH ' es.

mayor en los callos verdes respecto a los callos blancos..

Puesto que las enzimas de asimilacién del nitrégeno. son muy
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diferentes entre los 2 cultivos tanto cuali como cuantitativamen-
te, asi como el grado de diferenciacién, uno podria esperar que
la composicidn de amincldcidos mostrara diferenciésf tanto  cuali
como cuantitativamente, tal y como nuestro grupo hé'detérminado
qQque pasa en raices y hoJas de (., reoeus (Loyola~Vargas et “al.,
1987). La figura 12 muesfra Que efectilivamente el bétién de desaa-
rrollo en la sintesis de los aminodcidos es diferente entre los 2
cultivos. En el casoc de los callos blahcos hay una acumulacién
hucho mayor de aminoécidos durante la fase de retardamiento (Fig.
12-A), Justo previo al inlecioc del crecimiento del cultivo,  como
81 las células se prepararan sintetizando ¥y acumulando aminocéci-
dos para poder iniciar un rapldo crecimiento. En elvcaso de los
callos verdes también se presenta un pico de acumulacidén de
aminoc&cidos, e5lo Que este se produce a los 9 dlas, tambiék~
durante la fase de retardamiento de este cultivo (Fiz; 12—3);fsih
embargo, la cantidad total de aminocAcidos es 1.69 veces mayor  en

loe callos verdes regpecto a 1los callos blancos.

Loa callos Que denominamos blancos, no contienen clorofila,
medida por la técnica de Arnold cuya_senaibilidad es de 1 u/g PF,
mientras Que los callos verdeg contenian hasta 12 ug g/P F . La
clorofila extreida de los callos est&d compuegta tanto por
clorofila a como clorofilia b, ¥y la relaciédn entre ambas, si bien
varia a lo largo del ciclo de crecimiento, fue de alrededor de
0.5. Este valor al igual que la clorofila total, egtln muy por
abajo 'de los valores determinados en loas tejidos fotosintéticos

de las plantas de ¢. pogeus. Sin embargo, estos fueron los prime-—

ros cultivos con clorofila que obtuvo nuestro grupo. Una selec-
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IS

cibén de loc cultivos mAs verdes y su subsecuente cultivo produjo
cultivoﬁ con 30 ug/g P F de clorofila ¥y una relacién de cloro-
fila a/b de 2.2 (Méndez-Zeel, 1986). El subsecuente cambio de
medio de cultivo de estos callos, del MS al de Phillipse .M
Collins, ha producido una linea celular con contenidos promedio
en la cantidad de clorofila de aprpximadamente 100 ug & P F

(Méndez-Zeel et al.. Comunicacid4n personal).

Los alcaloldes no se producen a lo largo de todoe el cliclo de
crecimiento de los8 cultivoas (Fig. 14), sino Que ge presentan en

etapas especificas del crecimiento.

.

Se producen dos mAximos en la cantidad de VCR, uno durante

la fase de retardamiento v el otro al inicio de la fase
agtacionaria. Egtas dos etapas en la sintesis de 1la VCA coinciden
con los picos de maxima actividad enzimAtica tanto de la GS como
de la GDH. Por lo que respecta a la VLB podemos decir' que su
presencia es minima ¥y en algunos momentos llega a desaparecer.

Por lo culAl se abserva que los calleos crecidos en presencia de

AIA presentan una cantidad elevada de VCR y una cantidad minima

de VBL.
Los criterios de identificacidn de los picos fueron: el
tiempo de retencidn en la columna de HPLC, al espectro de UV del

pPico Que eluye de la columna y coinyeccidn con estAndares.
.

e
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FRESH WEIGHT (*/4)

(] ;_ [{+] (1] 20

TIME (DAYS)

Figura 9. Curvas de crecimiento de 1los callos blancos ( ) ¥
verdes ( ) de Catharanthus rogeus. Para el medio de cultivo se
utilizaron las sales del medio M.S. (Ver apéndice), adicionado de
gliecina (2 mg/l1), piridoxina ~ (0.5 mgr/l), Acido nicotinico
(0.5 mg 1), tiamina (10 mg /1), mio-inositol (100 mg/l), sacarosa
(20 g/1) y agar (previamente lavado con agua, 8 g71). Como se
menciond anteriormente la concentracién de los reguladores fue
&cido indolacético (3 mg/l) mae bencilaminopurina (3 mg/1). Los
cultivos se incubaron en luz continua (3000 lux) y a una tempera-
tura de 28oC.
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ALCALOIDES EN CTV DE

Catharanthus roseus

. Alcaloides (pg/g PF)

oLr....?---;?u...

%

Tliempo (dfas)

Figura 14. Patrén de alcaloldes a lo largo de la curva de creci-
miento de callos blancos Aae £, rogeus. Los alcaioides se extraje-
ron con metancl (12 h) y con eloroformo (12 h). en un soxhlat.
Losa extractos obtenidoa a partir de metanol y cloroformo fueron
disueltos en 500 ul de disolvente. Las muestras fueron analizadas
per un HPLC en un cromatégrafo Varian 5060. La elucidn se llevd a
cabo a 300C con un gradiente ternario A:agus/metanol 90:10; B =
metanol; C = 0.1 M SPS en 0.02 M de huffer de foafatos PH 5.3, a
partir de una proporcidn A/B/C = 47;48:5 en el tTiempo cero a una
proporcién A/B/C = 0:95:5 a los 33 minutos. La deteccién fue
hecha con un detector Varian UV 2050 a 254 nm. VLB ( & ) y VCR

(W ).
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CONCLUSIONES

La presencia de loa picoa de actividad enzimAtica durante el
ciclo de cultivo no es nuevo, ¥a qQque se ha encontrado en maiz el
mismo fendmeno (Loyocla Vargas y Sanchez de Jiménez, 1986), ¥

‘existe una abundante literaturs al respecto.

- Sin embargo, la funcidn de estas actividades enzimaticas adn

eatdA lejos de ser clara.

Los datos mostrados en ;1 presente trabdajo, sugieren Qque
Puede exiatir una conexién entre ioa pié&s de actividsd de GDH,
GS, los aminochcidos y la aintesis de los alcaloides. y& que ai ne
‘observan las graAficas réapectlvae.. loa picos de maxima activiadaa

.en cada uno sasparecen casi simultaneamente.

Esta potencialicad del CTV para produclir matabolitos
secundarios debera explorarse a fondo, especislmente 1la
posibilidad enunciada en el parrafo anterior, de qQue le - via

iniciel de asimilacidén del nitroégenc pueds daterminar su destino

hacia una poza de aminoAcidos predoterminada 1o cual debera
seguramente influir en la composicidédn de alcaloideas de lo3 CTV de

C. roseus.

pPara probar si la hip&tesis enunciada es correcta deberan

utilizarse, tanto fuentes nitrogenadas ajferentes como
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inhibidores especificos de las diferentes enzimas del metaboliemo

nitrogenado durante el crecimiento de cultivos.




APENDICE

1. Medic basal de Murashige y Skoog (1962; medio MS modificado).

Compuesto Férmulia Concentracién
mg/1
Cloruro de caleio caCl .2H © o 84000
2 = . .
Nitrato de potasio KNO Coo 19000
3 .
Sulfato de amonilo (NH ) SO - 16480
2 & R
Yoduro de potasio KX S .83
Cloruro de cobalto CoCl .6H © '
2 2
Foafato monob&sico
de potasio KH PO
2 4
Aclido bdrico H BO
3 3
Molibdato de sodio Na MoO .28 ©
2 [/} 2
Sulfato de magnesio . MgSO .7H O
a z2
Sulfato de manganeso MnSO .4H O
4 2
Sulfato de- cobre CuSo .5H O
4 2
. Sulfato de zinc ZnsSO .7H ©O
» n 2
Sulfato de filerro FeSO .7H ©O
4 2
EDTA Na EDTA
2
Glicina
Piridoxina
Acido nicotindico
Tiamina
M-inoaitol T R T Sl iGo00
Agar ) EERRE Al o j—“‘*"f-aboo
Sacavosa L ) T E ','{gf“? 20000
PH = 5.6

2) Soluclones concentradas para l& obtenciéh‘deivhénié M.S.
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Soluciones

Compues tos Que intervienen

Cloéuro de calcio
Nitrato de potasio
Sulfato de amonio
Yoduro de potasio
Cloruro de cobalto

Fosfato monobdsico
de potasio

Acido bérico
Molibdato de sodio
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Sulfato de cobre
Sulfato de zinc
Sulfato de fierro
EDTA

Glicina

Piridoxiné

Acido nicotinico
Tiamina

M-1inositol

60

Concentracién

&7
. 4a.oo
19. 00
16. 48
0,083

0.0025

i;?.op
0.62
0.025
37.00
1.70
" 0.025
.0.0086
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3) Cantidad adecuada de las solucliones para hacer un litro de
medioc M.S.
Soluclones mi/l
A ,‘ il‘O‘. :
B ) . - " 10
c Cio
D 10
-'”E'_ ~
F ‘
v 10
‘Fitorreculadorcs
PH = 5.6
Sacarocga ...... 20 g/1
AZAY . icioa0ane 8 g/1
Nota:

En 1la solucién V (vitaminas) la tiamina esta diez veces méas

concentrada Qque en el medio original de M.S. ¥y 1la fuente de

nitrégeno es 26 mM modificando al medio M.S. original.
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