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I. - JINTECEDENTE:S Y 013.JE'rIVO 

El tumor de <1galh o "crown gall" es una enfermedad neopl! 

sica de las plantas dicotiledóneas y de algunas monocotiledóneas, 

causada por la bacteria Alµ;.Qbac.t.e.ri.J.un. t.umei.i.;:i..e.ru!.. Las células 

de las plantas infectadas son transformadas genéticamente media~ 

te la integración de un fragmento de DNA bacteriano a su 3~noma. 

Esta transformación las convierte en células tumorales que prese!!. 

tan nuevas características tales como la síntesis de aminoácidos 

raros denominados opinas y prototrofía con auxinas y citocin! 

nas. 

Al cultivar los tumores in ~ es necesario eliminar la 

bacteria del medio de cultivo para lo cual la penicilina semisi~ 

tética carbenicilina ha sido ampliamente usada. Este antibióti 

co, sin embargo, produjo resultados confusos en los medios care!!_ 

tes de am<inas y citocinina~ empleados para cultivar células de 

aouvardia ternifolia transformadas con ~· tumefaciens ya que los 

cultivos celulares usados como control, que nunca habían estado 

e~ contacto con la bacteria, presentaron también un crecimiento 

acelerado en presencia del antibiótico. 

Los reguladores de crecimiento tales como las auxinas 

y las citocininas son indispensables para inducir la división en 

células vegetales en cultivo. Esto hizo suponer que la carbeni 

cilina tenía un efecto de tipo auxínico sobre las células de 

i:i2J.1..Y.~ umifQl._.i.9_ por lo que se decidió investigar los siguie!!_ 

tes puntos: 

al Determinar si la carbenicilini'I tiene actividad auxínica 

en los cultivos de Bouvardia ternifolia. 
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b) ¿Qué otras penicilinas producen este efecto? 

c) ¿A qué se debe este efecto? 

En el presente trabaj0, se describen los experimentos disefi!. 

dos para tratar de responder a estas preguntas, así como los re-­

sultados obtenidos~ con la discusión de los mismos. 
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II.- INTRODUCCION 
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TI.- INTRODUCCION 

2.1 cultivo de tejidos y requerimientos hormonales. 

En la actualida~. la técnica del cultivo de tejidos pr2 

porciona una valiosa herramienta en la investigación en fi 

siologia, bioquímica, genética, fitomejoramiento, fisiopat_S! 

logía, organogénesis y morfogénesis vegetales. Esto ha sido 

el resultado del desarrollo, cada vez más intenso, de técn_! 

cas altamente especializadas para el cultivo de células ai!_ 

ladas, células en suspensión y protoplastos. 

rué Haberlandt, en 1902, el primer botánico que se di6 

cuenta del significado y la importancia de la totipotenciali 

dad de las células vegetales aisladas. Sin embargo, sus i~ 

tentos por <ultivar células vegetales tropezaron con grandes 

dificultades tales como la contaminación, la selección de m~ 

dios de cultivo apropiados y de un rraterial vegetal adecuado, 

y en general carecieron de las condiciones para lograr un cr_!! 

cimiento con éxito de los tejidos. Sin embargo, a partir de 

1938, cuando se cultivaron por primera vez los tejidos tumQ 

rales de un híbrido de tabaco y callos de zanahoria. sigui! 

ron una serie de éxitos en el desarrollo de medios y de metQ 

dologías para el cultivo de callos y órganos de muchas esp! 

cies vegetales. 

Los cultivos de callo se pueden definir como de tejidos 

que proliferan continuamente de una manera desorganizada SQ 
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bre un medio semisólido que oriaina una masa amorfa d~i célu-

las. Dentro de esta definición entran ''ar.ios tipos moriol.Q 

gicos que varían de acuerdo a la apariencia exterior, text~ 

ra y composición celular. Esta diversidad celular varía a 

su vez de acuerdo con factores tales como origen, edad de los 

cultivos y composición del medio. 

tos cultivos en suspensión consisten de mezclas de 

agregados celulares, paquetes celulares y células aisladas 

que se desarrollan en un medio líquido con agitación. ,:,a v~ 

locidad de crecimiento de tales cultivos es generalmente más 

alta que la de aquellos que crecen sobre agar, y la técnica 

permite así mismo un mejor control de las condiciones de 

crecimiento, ya que la mayoría de las células se encuentran 

en un medio más homogéneo, y por esta razón, el material c~ 

lular puede ser fisiológic;amente más uniforme. IFig.2.1). 

explante ----t 
(!)'@" 6 

semilla 

'·~ 

~ 
callo 

c3: ¡;) 
----~ ---· ~álulas aisladas 

. 

medio con agar 

medio líquido 
con agitac i6n 

Fig.2.1 Diagrama sobre el procedimiento para 
iniciar cultivos en suspensión y callos 
{Torrey, 1967) 
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Al cultivar células, órganos, o tejidos vegetales in vi­

_t!:E• debe proveérseles con una serie de elementos esenciales 

para su crecimiento. No existe un medio único para cultivar 

todos los diferentes tipos de células, tejidos u órganos, ya 

que los requerimientos metabólicos son diferentes en cada te­

jido. Asimismo las condiciones para el crecimiento cambian 

frecuentemente durante el mantenimiento de un cultivo. Los 

cambios son más frecuentes en células que han sido cultivadas 

por largos períodos de tiempo, se requieren alteraciones en 

las concentraciones de factores de crecimiento en el medio. 

El medio de cultivo más adecuado para cada tipo celular debe, 

por lo tanto, determinarse empíricamente. 

un medio de cultivo debe, sin embargo, contener un míni­

mo de nutrientes y factores de crecimiento esencia~es. Los ~ 

croelementos inorgánicos más importantes son N, P. S, K, ca, 

Na, Mg y el. Los microelementos son I, B, Mo, co, Mn, cu, zn 

y Fe. El carbono se adiciona· en forma de azúcar como sacarosa, 

pues las células verdes se convierten.en heterótrofas cuando 

se cultivan in ~· Entre las sustancias orgánicas que de­

be llevar un medio están las vitaminas tales corno el inositol, 

el ácido nicotínico, la tiamina, la piridoxina, algunos amin2 

ácidos como la cisteína y la glicina: puede también adiciona~ 

se hidrolizado de caseína y extracto de levadura para enriqu~ 

cer los medios aunque en es~os casos no se conocerá la compo­

sición exacta del medio. 
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LOs reguladores de crecimiento son necesarios par<1 ind~ 

cir la división celular, por lo que su adición al medio de 

cultivo es esencial para mantener el crecimiento. La mayoría 

de loa cultivos requieren de una auxina, una citocinina o a~ 

bas, y algunas veces se necesita la adición de una giberelina. 

Las auxinas más frecuentemente usadas son los ácidos 2, 4-di­

clorofenoxiacético r2,4-0) y naftalenacético (NAA) los cua­

les se emplean a concentraciones molares de 10-7 a io- 5 M. 

El ácido indolacético (AIA) también induce divi5i6n celular, 

pero es sumamente inestable y es degradado por enzimas libe­

radas al medio por las células, mientras que el 2,4-D y el 

l!fAA, son degradados muy lentamente por las células vegetales 

y además, son estables a la esterilización por autoclave. 

Las citocininas más U.ladas son la kinetina (6 furfuril 

aminopurina), 6-PAP (6-bencilamino-purina) y la zeatina (6-(4-

hidroxi-3metil-trans-2-butenilamino) purina). El balance de 

las hormonas requerido para inducir y mantener el crecimiento, 

depende del balance de los reguladores endógenos presentes 

en al órgano o tejido al momento de tomarlo de la planta. 

una vez que se ha inducido un cultivo de células veqet~ 

les a partir de explantes es decir, de pequeftos segmentos de 

planta o de semillas, los callos obtenidos pueden ser resem 

brados en medio con agar o pued6\ ser tranferidos a un medio 

líquido con aqitaci6n.t.a suspensión de células paede propa­

garse transfiriendo una alícuota del cultivo a medio fresco. 
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El crecimiento de célula• en cultivo ae puede determinar 

por vario• métodos como aon: número de célula• por cultivo; 

peso fresco total, peao •<teO total, volumen del paquete cel~ 

lar empacado (PCV), cantidad de proteína, cantidad de A.D1l1 6 

índice mit6tico. La curva que típicamente describe el cambio 

de ta111ano de un organismo, órgano, tejido o población celular 

que crece ea de forma sigmoidal, y muestra, en el caso de los 

cultivos celulares, 4 fases características (Fig.2.2~ Después 

de la primera inoculación se presenta una fase "lag" en donde 

las células ae preparan a dividirse; posteriormente las célu-

las entran en una fase exponencial de crecimiento en donde su 

velocidad de división es máxima, la cual es seguida de una f! 

se de crecimiento lineal. Finalmente, la diviai6n celular 

disminuye durante una fase de desaceleración progre.siva segu!, 

da de una fase estacionaria en donde.el número de células se 

mantiene más o manos constante por un período de tiempc> hasta 

que comienza a disminuir por lisis celular. 

Fig.2.2. Cinética de crecimiento de un cultivo de célula. 
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2.2 Reguladores de crecimiento. 

un regulador del crecimiento vegetal puede definirse como 

una substancia orgánica acti vil en pequel'las cantidades (-' 1 m.M, 

frecuentemente < l ).IM) el cual. es sintetizado en alguna parte 

de la planta, y translocado a otros sitios en los que provnca 

respuestas bioquímicas que incluyen cambios fisiológicos y¡o 

111orfol6gicos específicos. "Un regu::.ador de crecimiento es un 

compuesto orgánico que en bajas concentraciones ( ~ l mM), pr~ 

mueve, inhibe o cualitativamente modifica el crecimiento y el 

desarrollo" <45). Existe también un sinnúmero de substancias 

orgánicas sintéticas que presentan estos efectos y que son em 

pleadas como herbicidas, retardantes del crecimiento, etc. 

LOS inhibidores del crecimiento son compuestos que retar­

dan el crecimiento sin producir estimulaci6n a ninguna caneen 

tración. 

EXisten cinco grupos de reguladores: auxinaa, giberelinas, 

citocininas, ácido abcísico y etileno. 

2.2.1 ~~ 

2.2.1.1 Características 

El término auxina fue usado por vez primera por Frits went, 

quien en 1926 descubrió que un compuesto no identificado caus! 

ba el encurvamiento de los coleoptilos de avena hacia la luz. 

La auxina de went se conoce ahora como ácido indol.itico IA!Al y 

representa, para muchos expertos. la única verdadera auxina n! 

tural. Sin embargo, se han hecho demostraciones ocasionales da 

que las plantas contienen otros compuestos que producen respue! 
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ta• aimilare• a la• del AIA y que tal vez debieran aer con•! 

deradas como auxinaa. 

El ácido fenilac&tico,. eaU ampliamente distribuido entre 

las plantas, frecuentemente ea mia abundante que el AIA. ªll!!. 

que su actividad de auxina es mucho menor 1 sin embargo, ae C,2 

noce muy poco de las caracteríaticaa de su transporte y de au 

función natural como auxina. 

Existen muchos compuestos sintéticos que pueden aer llaJD! 

dos auxinas puesto que exhiben una acci6n fisiológica similar 

a la del AIA. Todos estos compuestos, aunque son químicamente 

muy diversos, poseen las siguientes caracteríaticas estructur:! 

les: un anillo aromático y un grupo carboxilo, que son esenci!, 

les para tener actividad de auxina Por conveniencia, eetos 

compuestos se han dividido en cinco ,grupos pr.incipales: ácidos 

ind6licos, ácidos naftalénicos, 4cidos clorofex6nicoa, ácido•-

benzoicos y derivados del ácido picolínico. (Fig.2.3). 

TABLA l.- Efecto• de auxinas (Salisbur~ & Roas, 1978: Moora, 
1979) 

- Alargamiento celular en tallo a concentraciones cercana• a 

lo-3 M. con altas concentraciones ae deprime eate alargamien 

to y aegún la concentración, puede actuar como herbicida. 

- Estimulación del alargamiento celular en laa raíces a caneen 

-7 -13 traciones de 10 a 10 M. pero a concentraciones mayores, 

p:oduce inhibición del crecimiento da éstaa. 

- Inhibición del deaarrollo de yemas lateralea. 

- Eatimulación de la producción de etileno 



- Aumento de la actividad del c11111biu.m vascular en talloa. 

- conversión de procambium en cambiwu en las raíces. 

- Zstiuiul.ación del deaarrollo de raíces adventicias en tallos, 

- Fototropismo positivo de tallos y coleoptilos cotn0 resultado 

de la migración de la auxina a la región sombreada de éstos 

por efecto de la luz. 

- Producción da una aceleración de la respiración que repercute 

en un intenso llll!ltabolismo. 

15 
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riq, 2.3 Ejemplos da a\n<inas natural•• (*), •int,tica• y de he,t 
bicidas tipo auxina. (M.oora, 1979). 
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2.2.l.2 gfectos d~ la auxina sobra el matabolismo de los ácidos 

nucleicos y la• proteínas. 

Estudios de induccidn y represión enzimática en bas 

teriaa han mostrado que la transcripción del AON requie­

re de 2 a 10 minuto•. y de la traducción del ARN mensaj~ 

ro de 1.5 a 5 minutos adicionales. 

Las auxinas, sin embargo presentan un tipo de respue~ 

tas llamadas "rápidaa" que ~urren a tal velocidad, que­

excluyer, la posibilidad dci que el fenómeno sea mediado -

por tranacripci6n, traducción y acción de un producto g! 

nico. Algunos ejemplos de respuestas rápidas son: la ciE 

culación protopl.ismica, que aparece en 2 minutos o menos, 

el aumento en la velocidad de respiración, y alargamien­

~o de coleoptilos o secciones del tallo, que pueden obaer 

varae en meno• de :¡. minuto, daspué1 de aplicada la auxina. 

NO obstante, el alargamiento celular continuado re­

quiere de la síntesis de ARN y de proteína.s. La evidencia 

de e11to lla deriva de los estudios con inhibidores de di 

choa procesos. en loa que también se inhibe el alargamie!!_ 

to celular, lo que indica que una de las accione• de la• 

auxinas ea la activación específica de 109 qene• a nivel 

de tran.cripci6n 

En laa inve1tiqaciones conducidas por Matthy1se y 

l?hilUpa en 1969 (41) 1obre los ef'ectOll de las auxin•• en 

la aínte•i• de ARN. en núcleos y cromatina aialad°' •• en, 

centraron evidencias de un factor proteico nuclear raqu~ 
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rido como intermediario en el efecto de la auxina sobre 

la síntesis de ARN. en presencia de este mediador o r~ 

ceptor hormonal, la auxina incrementaba la velocidad de 

síntesis de ARN en ambos sistemas; este aumento en la 

síntesis de ARN ocurría también en presencia de cantid!:!_ 

des saturantes de polimerasa. Matthysse y Phillips coa 

cluyeron que la auxina :inLeractúa con una proteína rece.e. 

tora con la que forma un complejo, que a su vez intera~ 

túa con la cromatina y causa un aumento en el molde de 

ADN disponible para la transcripción (45). 

2.2.l.3 Modelos de acción de las auxinas. 

Una de las funciones auxínicas que más se ha inve~ 

tigado es la inducci6n del alargamiento celular. Las 

aW<inas s.e requieren específicamente para' ablandar 111 

pared celular, pero no para el alargamiento celular en 

sí. 

Petar Albersheim y colaboradores (32) formularon la 

siguiente hipótesis de la expansión celular inducida por 

auxina: el movimiento de las cadenas de xiloglucano a lo 

largo de las microfibrillas de celulosa, puede estar 

acompañado por un mecanismo, enzimático o no, que catal! 

za el rompimiento y reformaci6n de enlaces de hidr6geno, 

lo que permite que se deslicen unos con respecto a otros. 

La velocidad a la cual los polímeros de xiloglucano se 

mueven a lo largo de las microfibrillas de celulosa puede 

aumentarse bajando la temperatura, o disminuyendo el pH, 

pues la alta concentraci6n de iones hidrógeno debilitaría 
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la tuerza de los enlaces de H que unen a los polímeros. 

Ademáa,se concibe este deslizamiento como unidireccional, 

puesto que los polímeros de xilogl.ucano están convalent.§! 

mente unidos en sus extremos reductores a componentes no 

celul6sicos de la pared. Por lo anterior, Alhersheim s~ 

qiere qua la auxina puede activar una bomba de iones hi­

dróqeno en el plasmalema, que provoca en última instancia 

el "ablandamiento" de la pared y permite el alargamiento 

celular bajo la presión de turgencia de la célula. 

En 1972, Hardin, y colaboradores en la universidad 

da Purdue (25), propusieron que las membranas plasmáticas 

de c'lulas de soya, contienen un factor regulatorio que es 

específicamente liberado por las auxinas, el cual aumenta 

·la actividad de la ARN polimerasa. Además, la interacción 

de la auxina con este receptor, estaría acompa~ada de una 

liberación de H+ del plasrna1ema a la pared celular, cuyos 

afectos parecen estar directamente relacionados con el 

"ablandamiento" de la pared. 

En 1977 Ray (62) encontró que existen sitios de unión 

con alta afinidad por las auxinas en el retículo endoplá~ 

mico rugoao de la cálulas de los coleoptiloa de maíz, y e~ 

to sugiere un modelo alternativo para explicar la acción 

aux!nica, con el cual, la acción aux!nica primaria ocurre 

en la• membranas del RE. La combinaci6n de la auxina con 

eua receptores en el RE puede inducir un transporte de pr2 

tones del citoplasma • la3 cisternas del retículo, y los 
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protones contenidos allí dentro. pueden ser entonce• tr•n! 

portados junto con proteínas de secreción contenida• en e!. 

tas cisternas db l RE, a la pared celular vía el sistema de 

Golgi. Este modelo de acción auxínica vía receptor .. en el 

RE sugiere una posible conexión entre las llamadas resplle!. 

tas rápidas y a largo plazo de la hormona. 

Citocininas: 

En 1920, Haberlandt descubrió que cierto canpueeto 

presente en los tejidos vasculares de varias plantas e11t! 

mulaba la división celular. Esta fue la primera demostr~ 

ción de que las plantas contienen compuestos. llamados 

ahora citocininas, que estimulan la citocinesis. 

A principios de 19 50, Skoog ( 64) enc<;Jntró que las e! 

l.ulas de secciones de médula de los tallos de tabaco. se 

dividían más rápidamente si se colocaba encima de ellas un 

pedazo de tejido vascular, corroboró así los resultados de 

Haberlandt. Skoog trató de identificar el factor químico 

de los tejidos vasculares, usando un cultivo de células de 

médula de tallo de tabaco ,como sistema de bioensayo y pr_2 

bando todo tipo de substancias que pudieran estimular la 

división celular. En 1953, skoog y Miller encontraron un 

compuesto parecido a una purina en los extractos de lev~ 

dura, que resultó ser muy activo. Esto llevó a investi­

gar si el ADN tenía la capacidad de prOlllover la citocin.! 

sis y al descubrimiento, en 1954, de que l~ 6-furfurila 

minopurina aislada a partir de una muestra de ADN de e~ 

perma de arenque tratada en un autoclave, era muy activa 
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para promover la mitosis y la citocinesis de células de t! 

baco cultivadas .!.!l vitro. Esta substancia recibió el nO!!! 

bre de kinetina. 

A partir de entonces, se han identificado en numerosas 

plantas, otras citocininas con estructura similar a la ad~ 

nina tales como la zeatina y el rib6sido de zeatina. Ni!!, 

guno de estos compueston son constituyentes del ADN ni son 

tampoco productos de su degradación sino que existen como 

citocininas libres o como baseR raras en ciertos ARNt de 

plantas superiores. 

tas ·citocininas existen en los ARNt, como nucle6tidos 

(base+ ribosa +fosfato). Las bases incluyen a la zeat! 

na, isopentenil adenina, 2-metiltiozeatina y 2 metiltiois2 

pentenil adenina. 

Se ha encontrado que todas las citocininas que exi~ 

ten naturalmente, son derivados de la isopenteniladenina 

por lo que solamente aquellos compuestos de adenina sust! 

tuidos en el N de la posici6n 6 poseen actividad de cit2 

cinina, mientras que la cadena lateral unida a este N6 de 
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la adenina puede variar considerablemente en longitud. gr! 

do de isaturación y sustituyentea. 

Algunos ejemplos da citocininas son los siguientes: 

lE 
H~ E 

º:?~<:,OH 
{e) ~ 

H 

KINETINA 6-B A P ZEAT•NA 

l!'ig.24 Ejemplos de citocininas. 

Se ha reportado de que algunos compuestos no purínicos ti~ 

nen actividad de citocinina y varios autores han sugerido 

que estos debieran ser considerados verdaderas citocininas, 

pero de todos'ellos, sólo la N, N1-difenilurea existe nat~ 

ralmente mientras que los demás son sintéticos. La difeni¡ 

urea se encuentra en el agua de coco,pero en 1968 Miller(4~ 

moatr6 que la mayor actividad de citocinina en ésta se de-

be a la presencia de la zeatina, por lo que probablemente 

las U.amadas urea-citocininas no sean activas como tales~ 

sino que sirven como compuestos inductores o precursores 

por ejemplo como donadores de la cadena lateral, para la 

formacióniE citocininas tipo adenina N6 sustituida. EXiste 

tambi"1 duda acerca de si el ácido 2-benztiazoliloxiacático 

posee realmente actividad de citocinina o la tiene de awr1 

na. 



23 

Ejemplos ne estos compuestos no purinicos con actividad de 

citocinina son: 

8- AZAKINETINA BENZIMIDAZOL 

tl, N' • OJFENILUREA ACJOO 2- BENZTIAZOULOXIACETJCO 

Las citocininas producen efectos variables en las plantas: 

promueven la formación de órganos, retardan la senescencia, prE_ 

mueven el desarrollo de brotes laterales asi como el desarrollo 

de cloroplastos lo que imPlica que ejercen diferentes mecanismos 

de acción en distintos tejidos. como otra~ hormonas, están presen 

tes en muy bajas concentraciones (O. 01 a l ,uM), por lo que debe 

ocurrir una amplificación del efecto inicial. 

cuando las citocininas prOl!lUl'len la citocinasis, hay un 

aumento en el tamano nucleolar, lo que sugi~e un aumento en 

la sintesis del ARN ribos6mico pero este efecto ocurre sol.!. 

menta después de varias horas y es una respuesta 



24 

secundaria. Estas hormonas podrían estimular la formaci6n 

de algunas proteínas necesarias para la citocinesis pero 

no necesarias ~ara la aíntesis.de ADN. 

Exiate evidencia de que las citocininas presentes en 

loa ARNt son significativas funcionalmente y que afectan 

la conducta de tales moléculas de ARNt en el proceso de 

síntesis proteica. En 1966 Fittler y Hall (45) descubri~ 

ron que las citocininas de loa ARNt presentan alta afin_! 

dad de unión con el complejo ARNr-ribosoma, por lo que p~ 

rece que estas citocininas de ·los ARNt pueden tener un 

efecto modulador en las síntesis de proteínas a nivel de la 

transcripción lo que sugiere que el sitio primario de ª.2. 

ción de las citocininas sería la síntesis proteica en los 

ribosomas que produce un cambio en los patrones enzimáti 

coa del cual depende el crecimiento y desarrollo. Sin e!!! 

bargo, permanece sin responder la pregunta de si.esta a_s 

ci6n observada en las citocininas presentes en los ARNt e! 

t' relacionada directamente o indirectamente con la acci6n 

hormonal de las citocininas libres. 

2.3 Antibióticos 

2.3. l Antecedentes de su relación con plantas. 

Desde el comienzo de la era de los antibióticos, se 

han probado los efectos que algunos de éstos ejercen so­

bre el crecimiento de las plantas. En general, los efectos 

encontrados han ~ido inhibitorios. Además, pocos investiS! 
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dore• probaban concentracionea por debajo de 50 ppm y 

mucha• preparacione1 eran impuras. 

Sin embargo, deede 1949 se ha reportado que cieE_ 

toa antibióticos pueden eetimular el crecimiento de l~ 

vaduraa, bacterias, hongos (11, 28, 36), protozoarios 

(4, 24) y plantas superiores (13, 27, 47, 48, 49, 50, 51, 

52, 53, 58). En plantas superiores, el efecto estimulat~ 

rio de varios antibióticos se ha demoetrado tanto en si.!!. 

temas .!!! ~ en siembra (48), como !!!. ill!:2• en cultivos 

de tejidos. Entre las principales evidencias sobre este 

efecto est'n las siguiente~: 

a) En 1952, Nétien y colaboradores, mostraron que 10 ppm 

de dihidroestreptomicina, estimulaban el crecimiento 

!!!.. ~de tejido de.zanahoria (46). En el mismo affo, 

Nickell, reportó en tres tipos de experimentos (cult! 

vo .!!! ili!2 de tejido tumoral de ~ acetosa, germ,! 

nación in ~ de aemillas de Agave toumeyana y de 

maíz, y germinación !J! ~ cor. subsecuente crecimie~ 

to en el suelo de semillas de maíz), que la penicili­

na, terramicina, bacitracina y tiolutina, incrementa­

ban notablemente el crecimiento (47) 

b) En 1954, Nickell y Finlay, trabajando con cultivo• .!!! 

~ de ~ !!!!!!.2!:• reportaron que la penicilina G 

y la bacitracina eetimulan el crecimiento, pero no e~ 

plicaron por qué ocurre e1to. (48). 
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e) En 1965, Nickoll y celmer, trataron de establecer una 

relaci6n estructura-actividad de penicilinas sobre el 

crecimiento de cultivos in ~ de~ !!!!2_oE_. Estos 

autores probaron algunos reguladores de crecimiento 

solos como 2, 4-0. AIA. ANA, A.FA, asi como sus deriv! 

dos penicil1nicos (núcleo de 6-aminopenicilánico en 

el que la cadena lateral es el regulador en cuestión), 

y encontraron que solamente un 10% de todas las peni­

cilinas probadas tienen un efecto estimulatorio del 

crecimiento, que el AFA por si solo no produce creci­

miento, mientras que su derivado penicilinico (penic_i 

lina G) es muy activo, y que el AIA y el ácido fenoxi! 

oitico, que por si solos son activos, lo son mucho más 

en sus derivados penicil1nicos (53). 

Se observ6 además que existe una qran especific! 

dad, pues el ácido 6-trans-esterilmercaptoacetamido 

penicilánico es mucho más activo que su isómero cis 

el cual casi no ejerce un efecto en el crecimiento. 

·La hip6tesis que sugieren para explicar la acci6n de 

estas substancias es que el metabol:ismo hormonal pue­

de estar afectado, o que se trata de un fenómeno en 

el que están involucradas anti-awdna111. (53) 

d) Zn 1967, ZUltowski, y Eckstein, observaron una depen­

dencu entra la eatructura qu1mic• .y l.a acción biol6-

gica de diversos productos de acilacie.n de¡ 6-APA an 
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los que la cadena later~l es un derivado del ácido f~ 

noxiacético o del fenoxi-.o<.-propi6nico. Varios de es 

tos productos, pero no el 6-APA estimularon el creci­

miento de ralees de pepino y plántulas de tomate. Es­

tos autores compararon los ácidos fencxiacéticos y 

fenoxipropi6nicos con sus derivados penicilinicos ob­

servando que las penicilinas derivadas de esos ácidos 

ejercen un estimulo de crecimiento mayor que los áci­

dos nativos. cuno estas penicilinas son resistentes 

a penicilinasa, y corno el anillo de penicilina (6-APA) 

por si solo no tiene actividad, concluyeron que esta 

actividad no debe estar basada en una hidrólisis enz! 

mática ya que ésta daria lugar a los ácidos nativos 

menos activos (75). 

e) En 1983, Pollock y colaboradores investigando el uso 

de antibi6ticos para la eliminaci6n de contaminantes 

en cultivos de células de Nicotiana plumbaginifolia, 

reportaron que las penicilinas y cefalosporinas no 

son tóxicas para protoplastos o para células deriva­

das de ellos, y que algunas muestran un efecto estim~ 

la~orio del crecimiento1 sin embargo, concluyen que 

desconocen la razón por la cual ocurre esto (58). 

Hasta la fecha, se han seguido investigando los 

a·fectos que ejercen diversos antibi6:tic08 tales como 
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la penicilina, aureofungina, oxitetraciclina, etc., repoE 

tándose influencias sobre e 1 crecimiento, garminaci61.1 y 

productiviad, ~sí como estimulación de la síntesis de 'c! 

dos nucleicos, sin que haya podido aclararse cómo actúan 

los antibióticos sobre las plantas, y por qué ejercen t~ 

les efectos. 

2.3.2 Penicilinas: estructuras química e hidrólisis enzimitica. 

Los antibióticos son substancias químicas producidos por 

varias especies de microorganismos (bacterias y hongos) que 

suprimen el crecimiento de otros microorganismos o que pueden 

destruirlos. Son un grupo muy heterogéneo desde el punto de 

vista químico que difieren marcadamente en sus propiedades 

físicas, químicas, farmacológicas, en su espectro antibact~ 

riano así como en· sus mecanismos de acción, · Es con base en 

esta última característica, que se pueden clasificar en c4:!. 

co grupos principales: 

l. Agentes que inhiben la síntesis de la pared celular ba~ 

teriana. 

2. Agentes que afectan la permeabilidad de la membrana cel~ 

lar. 

3. Agentes que primariamente inhiben la síntesis proteica 

por sus efectos sobre los riboaomas. 

4. Agentes que afectan el metabolismo de los 'cidos nucle! 

cos. 

S. Los antimetabolitos (sulfas). 

Las penicilinas pertenecen al primer grupo de esta clas! 
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ficaciOn ya que inhiben especificamente la terminación de 

U. aintesis de la pared celular bacteriana, la cual con­

tiene un complejo "mucopéptido• que consiste de polisacá­

ridos 1 y de polipéptidos entrecruzados, cono·.:ido como pep­

tidoglucano. Las penicilinas inhiben la reacción termi­

nal de transpeptidaci6n (entrecruzamiento) de glucopépti­

doa lineales, bloqueando as! la síntesis del complejo m~ 

copéptido (peptidoqlicano), que ocurre. fuera de la membr~ 

na celular. 

Qu!micamente, la estructura básica de las penicili· 

nas (Fig.2.~consiste de un anillo de tiazolidina (A), un! 

do a un anillo '-lactámico (B) al cual está unida una ca­

dena lateral (R). El núcleo, conocido como ácido 6-amin.2_ 

penicilánico, constituye la parte principal para la acti­

vidad biológica, aunque la cadena lateral determina tam­

bién muchas de las características antibacterianas y far­

macolOc¡icas de un tipo particular de penicilina. Todas 

las penicilinas. por lo tanto, pueden ser consideradas C.2. 

mo H-acil derivados del ni\cleo com6.n 6-APA. 

Las penicilinas en general, son bastante estables 

en estado seco, pero una vez en solución pueden, depen­

diendo de las candiciones, dar. lugar a diferentes produc­

tos de degradación. La degradacil>n espontánea de las pen! 

cilinas en solución ácida consiste principalmente en un 

rea%l:'eqlo a acidos penílicos. En soluciones acu011u y al­

calinas, la degradación resulta en la formaci6n de ácido• 



A 1\NILLO B-LACTAMATO 

B ANILLO TUIOZOLIDINA 

l SITIO DE ACCION DE 
Ll\ AMI DASA 

2 SITIO DE ACCION DE 
I.A PllNICIL!NASA O 
B-~CTAMASA 

ü 
11-C-OH 

ACIDO 8 - AMINOPENICILANICO ACIDOS PliNICILOICOS 

Pig.2,S ESTRUCTURA DB LAS PENICILINAS Y PRODUCTOS DE 
SU HIDROLISIS EN~-MATICA. w 

o 
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peniciloicos, loa cuales pueden descarboxilarse a ácidos 

peniloicos. 

Según Batchelor y cameron-wood ( 2), las penicil! 

nas 1e hidrolizan espontáneamente a 6-APA en un porcenta 

je muy bajo (0.2%), por lo que la degradaci6n a éste es 

principalmente de tipo enzimática. 

La actividad enzimática de la Jl-lactamasa (o penici 

linasa) sobre el enlace )l-lactámico da como resultado la 

formación de ácidos peniciloicos provocando la pérdida 

de la actividad antibacteriana. La molécula de penicilina 

también es hidrolizada enzimáticamente en el enlace ami 

da liberándose la cadena lateral R unida al núcleo de 

icido penicilánico. La enzima responsable de la ruptura 

de este enlace recibe diferentes nombres: "penicilina ami 

dasa ", "penamidasa", "penicilina-acilasa" 6 "penicilina 

amidohidrolasa". En este trabajo emplearemos el nombre 

de penicilina ~~· 

La amidasa es una enzima de gran importancia come~ 

cial ya que el 6-APA que se produce por su acción, cons­

tituye la materia prima para la producci6n de penicilinas 

semiaintéticas en escala industrial. 

La desacilaci6n de penicilinas por enzimas específ! 

cae, ha sido reportada en bacterias, mohos, levaduras, 

actinomicetos, y también en tejidos vegetales y animales 

(24). Las amidasas difieren en sus propiedades de acuer­

do al organismo de procedencia, pero en general, fueron 
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clasificadas por claridge y colaboradores (15) en dos 

clases: tipo I o fungoso y tipo II o bacteriano, según 

el tipo de penfcilina hidrolizado preferencialmente 

(bencilpenicilina 6 fenoximetilpenicilina). 

Se ha encontrado actividad de penicilina-amidasa t! 

po I no sólo en bacterias, sino también en homogenadoa 

de rin6n (16, 24), hígado, bazo o pulmón de ganado vac_!! 

no y de cerdos (Weitnauer, u.s. patent 3,070,511,1964). 

También, Alburn, Grant y Clark, en 1962 (U,S. patent 

3 ,032 ,473), encontraron que preparaciones de ficina, una 

enzima proteolítica obtenida de árboles del género Ficus, 

hidroliza la fenoximetilpenicilina a 6-APA (24). 

Actualmente, aunque el descubrimien~o de la penic! 

lina amidasa ha abierto las puertas a la pro~ucci6n de 

penicilinas semisintéticas, existen todavía muchas pre· 

guntas que no han sido aclaradas con respecto a su modo 

de acción y al papel f isiol6gico que juegan en los org! 

nismos que las poseen. 
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III.- MATERIALES Y ME'l'OOOS 
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III.- .'{ATI;R!ALES Y METODOS, 

3.1 Material biológico 

Se utilizó como modelo biológico Bouvardia ternifolia por P2 

eeer las siguientes características (20) : 

Proliferación rápida del cultivo en modio sólido, sin ac~ 

mulación de productos tóxicos. 

Tiempo de doblaje celular corto (24-30 hrs.). 

capacidad de producir protoplastos viables en cultivo. 

callo y cultivo en suspensión con una alta viabilidad ce­

lular en el cultivo al entrar en fase estacionaria. 

Se usaron cultivos en suspensión y callos de souvardia !!El! 

!21!! obtenidos a partir de semilla y mantenidos por resiem­

bras s4cesivas durante un a~o. 

Para los ensayos microbiológicos con antibióticos, se utilizó 

la bacteria Gram negativa Aqrobacterium tumefaciens (ACH-5). 

3.2 Equipo 

- campana de flujo laminar "Vecco• 

- Plataforma de agitación rotacional (125 rpm) 

- ciaara de crecimiento a 28 ºC con intensidad luminou de 

1000 lux 

- Potenciómetro 

- centr!fuga clínica 

- Centrífuga aeckman modelo J-21 

- sano con agitación conatante de 125 rpra y 40ºC de t~r! 

tura. 

- Espectrofot6metro "Zeiss" 
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- colorímetro aausch & Lomb. 

- aomoqenizador "Potter" de vidrio con émbolo de tefl6n 

- cámara de cromatografía en capa fin• 

- Placas de gel de sílice 

3 .3 Reactivos. 

to• reactivos y las hormonas utilizadas en loa medios fueron 

todo• grado analítico obtenidos de las casas Sigma y Merck. 

(Figura 3 .1). 

Las penicilinas semisintéticas que se emplearon para e!_ 

te estudio, fueron proporcionadas por Quinonas.de México, s. 

A., excepto la carbenicilina, obtenida de loa Laboratorios 

Sanfer. Todas las penicilinas se usaron en su forma de sal 

de sodio o de potasio. (Figura 3.2) 

3.4 Obtención y mantenimiento de cultivos in vitro de a.ternifolia 

El callo de Bouvardia, se indujo a partir de semillas 

(radícula) previamente esterilizadas.las cuales fueron sem-

bradas en medio sólido Murashige Skoog suplementado con 

1 mq/l de 2,4-D y 0,005 mg/l de kinetina. (Fig.2.1) 

una ve~ nbt~niü= ~1 callo, tanto lo• cultivos en suspeu 

si6n como los callos de -ª· 'ternif..21!! fueron crecidos en m! 

dio basal de Murashige & Skoog (1962), cuya composición apa-

rece en la Tabla 1 del apéndice. Este medio basal fué supl!! 

mentado con 1 mg/l (4,5 X l0-6M) de 2,4-0 y con O.OS mq/l 

(2.32 X 10-7MJ de Kinetina para mantener el crecimiento nor 

mal de los cultivos. 
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2,4-0 ACIOO FENILACETICO. 

tf 

l<INETINA N- FENILACETIL NITROANILINA 

ACIOO 6- AMINOPENJ'.:ILANICO 

Fiq. 3.l Reguladores de crecimiento y compuestos utilizados 
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CAR8fNJCILINA 
AMOXILINA 

DICLOXACILINA 
PENICILINA G 

IETACILINA 
OXACILINA 

~H-~-NHJ=C<:H3 lv ~-CHz . 3 

OOH 

METAMPICILJNA 
AMPICILINA 

Fig.J.2 Psnic:ilina.s probadas 
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El medio se prepara siguiendo el orden indicado en la 

·Tabla 2 del apéndice para evitar precipitación de las sales. 

Las soluciones stock se aftaden a un volumen de agua determ! 

nado, y con agitación constante. 

una vez que se han mezclado las soluciones, se adici~ 

na el 2,4-o y la kinetina (que son estables a la esterili 

zación por autoclave) y la sacaros~ y el pH se ajusta a 5.7, 

con NaOR 6 con HCl 1.0 N. Si se requiere medio sólido (para 

loa callos), 1e ajiciona 1% de aqar, y se esteriliza sn autg_ 

clave en frascos de 100 ml de cap<\i::idaii con 30 ml de medio 

por frasco. "Para los cultivos en medio liquido (cultivos en 

1uspenaión), se distribuye en matraces de 250 ml colocando 

50 ml de medio por matraz. Tanto los frascos como los matr!:_ 

ces se tapan con papel aluminio y se esterilizan en autQclRve 

a 120° e por 15 minutos. 

cuando el medio basal es auplementado con penicilina, en 

forma de sal s6dica o pot,sica, con ácido fenilacético o con 

otro compuesto problema, solamente se esteriliza en autocl! 

ve el medio basal, y una vez que éste se ha enfriado {a te!!! 

peratura ambiente), se le a9rega la penicilina o el compue! 

to en cueati6n, disuelta en agua desionizada, esterilizada 

por filtración con Millipore de 0.22 ~· Si el medio de eu! 

tivo es sólido, se deja difundir la 1oluci6n estéril en e1 

agar, antea de sembrar el tejido. 

una vez preparados loa medios, se procede a sembrar el 

material vegetal en condiciones estériles. Para los culti-
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voa en auapensi6n, ae inoculan los matraces de 250 ml que con 

tienen 50 ml de medio cada uno, con una alícuota de 5 ml de 

una 1uapensión de células de 10 días de incubación 

( 2 X 10
5 células/ml): se incuban a temperatura ambiente a 

125 rpm de agitación rotacional. con luz continua de aproxim~ 

damente 100 lux, durante l.O días, Mediante transferencias S.!!, 

cesivas, el cultivo puede manterse por períodos largos. 

Para el cultivo de callos. se inocula cada frasco 

que contiene 30 ml de medio, con aproximadamente 1 g de peso 

fresco de callo de 30 días de edad. tos frascos se incuban 

entonces a 28º e con iluminación continua de 1000 lux y se d~ 

jan crecer durante JO días. 

3.5 Parimetros de crecimiento. 

tos parámetros utilizados para medir el crecimiento fu~ 

ron: 

a) Peso fresco 

b) volumen celular empacado (PCV), 

Para evaluar el crecimiento por aumento en el PCV en cul 

tivos en suspensión, •e inoculan matraces de 250 ml que con­

tienen 50 ml del medio en cuestión, con una alícuota de 5 ml 

de suspensión celular de 10 días (lavada 3 veces y resuspen­

dida' en medio basal sin hormonas}. tos matraces se incuban en 

las condiciones ya mencionadas, se toman diariamente muestras 

de 2 ml de cada matraz, durante 14 días, recolectando cada 

muestra en tubo de centrífuga graduado de 15 ml: se centrifuga 

a 2500 rpm durante 10 minutos para empaquetar las células, y el 
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resultado se reporta como porcentaje de paquete celular por 

volumen. 

Para determinar .,,1 crecimiento por incremento en p90 

fL·esco en callos, se procede a pesar primero los frascos que 

contienen el medio (tapados y esterilizados) 1 se inoculan e!?_ 

toncas con 1 g de peso fresco de callo de 30 días de edad, y 

se vuelven a pesar. El pello fresco inicial se obtiene.por la 

diferencia entre el peso del frasco con tejido y el peso del 

frasco sin tejido¡ los frascos se incuban a 28º e con ilumi­

nación constante de 1000 lux, durante 30 días, al término de 

los cuales se destapan los frasr.os y se pesa el callo obten.!, 

do. El resultado se expresa como incremento de peso fresco, 

que se obtiene por la diferencia entre el peso final menos el 

inicial. 

Las f6rmulas de los reguladores, compuestos y penicili­

nas empleados aparecen en las figuras 3.l. y 3.2 respectivamente. 

3.6 Degradación de las penicilinas en el medio de cultivo 

Para estudiar la estabilidad de las penicilinas en el 111.! 

dio de cultivo, se disetiaron dos experimentos: 

3.6.1 Ensayo microbiológico 

consiste en detectar la presencia o ausencia de halo 

de inhibición de crecimiento en placas que contienen una 

bacteria sensible, usando la penicilina disuelta en dif! 

rente pH. Si la penicilina sufre degradación al disolve! 

se en el medio a un determinado pH, no debe presentarse 

halo de inhibición, pues con la degradación pierde su ªE. 
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tividad biológica, permitiendo el crecimiento de la ba~ 

teria. 

Se usó carbenicilina, a la que es sensible Agrobacte-

r!2!! tumefaciena. Las placas se preparan de la siguiente 

manera: 

- se llena cada caja de Petri con 15 ml de medio estéril 

Yl!!B o Luria ITabla 4 del apéndice) con agar. 

Se pone a incubar ~· Tumefaciens en medio YEB o Luria 

12 horas a 25ºci se toma una alícuota de este cultivo 

transcurridas las 12 horas que es cuando las bacterias 

están en fase logarítmica, y se mezcla con otra al!cu2 

ta de medio máa sgar estéril a 40°c, La mezcla se ma.!l 

tiene s una temperatura de 40 a 49'c para evitar su s2 

· lidificaci6n. 

Cada caja de Petri se inocula con 2 ml de la mezcla de 
~ 

bacterias + medio con agar repartiéndolo homogéneamente 

sobre el medio sólido. 

Una vez sembrada la bacteria s11 colocan sobre la supe_r 

ficie, tres círculos dde papel Whatman 3 MM de 10 :nm 

de diámetro previamente esterilizados, y embebidos con 

15 pl de una solución de 100 )lg/ml de carbenicilina en 

medio M y S ajustado a diferentes pB y esterilizado por 

Millipore (0.2:l.,¡,¡). 

Se cierran las cajas y se ponen a incubar a 25ºC dJa 

rante 12 horas al término de la.a cuales •• mide el halo 

de inhibición. 



3.6.2 curva de crecimiento-pH de cultivo en suspensión de B. 
ternifolia. 
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Para ello se evalúa el crecimiento por aumento en PCV en 

cultivos en suspensi6~ incubados en medio basal suplementado 

o no con 1 mg/ml de penicilina. Se ponen además como control 

matraces con los miamos medios de cultivo pero sin células. 

Diariamente se toman 2 ml de muestra de cada medio y se 

centrifuga a 2500 rpm durante 10 min. para medir el porcent! 

je de PCV. En el sobrenadante obtenido se mide el pH para la 

obtención de la curva de crecimiento contra pH del cultivo. 

3.7 Determinación de la actividad de penicilina amidasa in vitro 

La actividad de esta enzima se ha determinado por varios 

métodos: Niedermayer (1964) y Chiang y Bennett {1967) determ! 

naron la liberación de la cadena lateral de la penicilina por 

medio de cromatografía de gasea como una medida de la activi-

dad de penicilina amidasa (17). Cole (1969) 1 Sjoberg ~ ~ 

(1967) y vanderhaeghe ~-ªJ.. (1968) estimaron el 6-APA cuanti-

tativamente por titulación de la cadena lateral ácida liberad~. 

midiendo la liberación de protones durante el proceso de hidr2 

lisis. Sin embargo la actividad de penicilina amidasa se de-

muestra más claramente por medio de la detección de su produ~ 

to final de reacción. el 6-APA (4,74). 

Bomstein y Evans en 1965 (5) diseftaron un ensayo específ! 

co para 6-APA que depende de la reacción del grupo amino en la 

posición 6 del 6-APA con el p-dimetilaminobenzaldehido (react! 

vo de Ehrlich) para formar una base coloreada de Schiff que se 

mide colorimétricamente. El cromógeno es estable solamente por 

un tiempo corto, por lo que el método de ensayo debe hacerse 
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~en equipo automático. Eat~ método ea muy útil para el ens~ 

;¡.:> de la peniciJ.ina amidasa, ya que las penicilinas intactas 

no reaccionan para formar el cromógeno, y porque puede ser 

aplicado directamente a la mezcla de reacción sin que sea n_E! 

ceaario ningún paso anterior de extracción. Sin embargo, el 

ensayo no es específico para el 6-APA, puesto que muchos otros 

compuestos con grupos amino, incluyendo los ácidos peniciloi 

cos, pueden reaccionar y dar productos coloreados. Este mét2 

do por lo tanto debe combinaras con algún otro corno la crom~ 

tograf !a en placa fina. 

La técnica usada para detectar 6-APA libre es la siguien 

te: 

parámetros : 

Temperatura de la mezcla de reacción 

PH inicial 

Buffer de fosfatos 

concentración de penicilina 

Tiempo de reacción 

:Longitud de onda 

40º e 

a.o 

0.03 M 

25 mM 

30 min. 

415 nm 

- Se toma una alícuota de 10 ml de cada matraz de cultivo en 

suspensión de J!• ternifolia. 

- Se centrifuga a 2500 rpm, durante 15 min. 

- Se decanta y se agrega al precipitado l ml de buffer. Se 

agrega O. l ml de panicilina para tener una concentración f! 

nal en la reacción de 25 lllM. Se deja la mezcla de reacción 

por espacio de 30 min. en un l:lai'lo a temperatura constante 

(40° C) con agitación. 

- Después de este tiempo, se toma una muestra de 0.2 ml y se 
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agregan 4.8 ml de etanol absoluto y ae centrifuga & 3000 rpm 

por 10 min. 

- Se decanta y se agrega~ al sobrenadante 2.5 ml del reactivo 

de Enhlich (PDAB). Se agita unos segundos en v6rtex y se~ 

ja reposar 10 min. Se lee a 415 nm. 

- El control de las células se hace tomando 0.2 ml de la me!_ 

cla de reacción (con y sin penicilina) en el momento en que 

se mete al bafto de 40ºC: se le agregan 4.8 ml de etanol, ae 

centrifuga a 3000 rpm 10 min., se decanta y se le agregan 

2.5 ml de PDAB. Se determina la DO a 415 nm. 

- El blanco para ajustar a cero el colorímetro se prepara cal 

0.2 ml de buffer, a los que se agregan 4.8 ml de etanol, ae 

centrifuga a 3000 rpm 10 minutos, se decanta y ae le aftaden 

2,5 ml de reactivo PDAB. 

Para determinar la concentración de 6-APA correspondiente 

a la absorbancia obtenida, se utiliza una curva patrón de cO!!, 

centraci6n contra absorbancia que es virtualmente lineal por 

lo menos en un intervalo de 600 a 4000 )19/mi de 6-APA por mil!, 

litro. 

Las indicaciones para la preparación del reactivo de 

Ehrlich (PDAB) aparecen en la rabla 5 del apéndice. 

NOTA: Esta técnica, basada en estudios de actividad de penic! 

lina amídasa de Escherichiq ~ y cuya sensibilidad es apro­

ximadamente de 50 µg de 6APA/ml, se tomó como base para l& d!, 

terminación de la enzima en ~· ternifolia. 
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3.8 DeterminaciOn de penicilina amidasa in vivo. 

Esta procedimiento de ensayo para la detección de penic! 

lina amidasa, es •m método indirecto, basado en la liberación 

de p-nitroanilina (compuesto que colorea intensamente de ama-

rillo el medio de cultivo) a partir de N-fenilacetil-nitroan! 

lina (incoloro), por ·acci6n de una amidasa según la siguiente 

reacción: (Dra. carmen Giral, comunicación personal) : 

OCHz~-NH-Q" COOH • 
U Anu.dasa 
o --

º 2 

N-fenilacetilmitroanil.ina 
(incol01:0) 

+ 
p-nitroanilina 

Acido fenilacético 

HzN~OOH 
~N~z 

(amarillo intenso) 

Para asto, se p~eparan tubos de cultivo conteniendo cada 

uno 10 ml de medio basal sin hormonas. Se hacen dos lotes, 

uno de tubos con medio basal M y S y otro de tubos a los que se 

lea adiciona l mg/ml de N-fenilacetilnitroanilina. Posterior-

mente se inoculan la mitad de los tubos de cada lote, con 0.5 

g de peso fresco de cal.lo de !· ternifolia de 30 dias de edad, 

de tal manera que se tienen controles con y sin células, y 

controles con y sin N-fenilacatilnitroanilina. 

Se tapan todos los tubos y ae incuban a 25°C con luz 

continua de 1000 lux por 20 dias, durante loa cual.es se obslt!: 
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va !,a pre11encia o auaencia de color amarillo en el medio de 

cultivo. 

3.9 Medición de actividad de penicilina amidasa en protoplastos 
y en extractoe celulares. 

3.9.l Protoplastos. 

Se siembran 5 ml de células de un cultivo en su•E>e!!, 

si6n de 11.ternifolia en fase estacionaria temprana(Pig.2.2 

ert lilatra<'.'éa dé ~SO 1111 qué eont:l.éné 50 ml de medio MyS 

sin hormonas más penicilina G, 6 l\fyS con hormonaa sin 

penicilini!l G. se dejan crecer durante 7 días con luz 

continua y en agitación, después de los cuales se pro-· 

cede a aislar los protoplast"s de la siguiente manera: 

soiuci6n enzimática: 

Celulasa Onozuka R-10 2% 

oriselasa 6 Pectinaea. 2% Disuelto en CPW 

Manito! 13% 

Solución CPW: ajuati!lda a pH s.e 

KN03 101.0 mg/l 

cacl 12H o 
2 2 

1480 

KH2P04 27.2 

MgS04 • 7H20 246 H 

KI'. 0.16 

Cuso4 • SH
2

0 o. 025 " 

Sorbitol 21% 

a) Se centrifuga la solución enzimática en la centr!fuga J-21 

Beckman con el rotor JA-20 a 10, ooo· rpm.. a 4 ºC por 15 minutos• 
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b) se filtra el sobrenadante en Mi:llipore cte 0.45 )lit 

. el Se incuban las células de 7 d!as en la solución enzimát.! 

ca. 

d) Se cosechan los protoplastos a 100 g (590 rpm) 

e) se desecha la solución enzimática con pipeta Pasteur 

f) Se hace flotar a los protoplastos en CPW con 21% de sor­

bi tol, a 100 g {590 rpml durante 5:nin. 

g) Se toma la banda superior y se lleva al volumen que se 

desea de medio Mys con 9% de manito!. 

una vez que se han aislado loa protoplastos, se mide en ellos 

la actividad de penicilina amidasasiguiendo la técnica des­

crita en el punto 3,7 de este capítulo pero con las siguiea 

tea modificaciones: 

- Se toma una alícuota de 2 ml de la suspensión de protopla!. 

tos aialados a partir de ·los cultivos tipo I (crecidos con 

penicilina) o tipo II (crecidos sin penicilina pero con 

hormonas) 

- Se le agrega directamente sin centrifugar 3 ml de buffer 

de fosfatos 0.03 M pH 8.0 y 0,2 ml de penicilina G 

- Se pone a incubar la mezcla en un bailo a temperatura cOll!, 

tanta (40•c) con agitación 

- Se toman muestras (0, 2 ml) a distintos tiempos, a las CU!, 

les se lea agrega 4.8 ml de etanol absoluto 

- Se centrifugan a 3000 rpm lOmln.se decanta y al aobrenadaE 

te se le adiciona 2.S ml del reactivo PDAB. Se agita en 

v6rtex unos segundos. 
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- Se deja reposar 10 min. y se lee a 415 m11. 

- Los controles se preparan con la mezcla de reacción sin 

poner a incuba!" en el batlo a loe que ae atlade inmediat.! 

mente el alcohol absoluto y el PDAB. Se preparan contr2 

les con y sin penicilina. 

3.9.2 Medici6n con extractos celulares. 

Se siembran 5 ml de células de un cultivo en suspensi6n 

de Bouvardia ternifolia en fase estacionaria temprana en ~ 

traces de 250 ml con 50 ml de medio MyS (suplementado con 

penicilina o con hormonas). Se deja crecer las células d~ 

rante 7 días con luz continua y en agitación, después de los 

cuales se hace lo siguiente: 

a) se lavan las células centrifugando a 3000 rpm durante 

10 min. 

b) Se descarta el sobrenadante y se rompen las células con 

un homogenizador (a 4ºC) durante 3 min a IM:xima veloc! 

dad. 

c) Se centrifuga a 3000 rpm 10 min a 4ºC para bajar reatos 

celulares, 

d) Se decanta y se obtiene el sobrenadante (citosol), en 

el cual se mide la actividad de penicilina amidasa si 

guiendo la técnica descrita en el punto 3.7 de este cap! 

tu lo. 
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J.9.2.l Pre-purificación de penicilina amic:bsa con sulfato 

de amonio. 

Se siguen todos los pasos descritos en el punto a~ 

terior para la_obtenci6n de un extracto, partiendo de 

un cultivo en fase log crecido con o sin antibiótico. 

Una vez que se han eliminado los restos celulares se 

procede a lo siguiente: 

- Se determinan proteínas en el sobrenadante por el mé-

todo de LOwry y se precipita la proteína total·por S! 

turación con sulfato de amonio al 80%1 usando agua caliente 

- Se determina la cantidad de prote{na total por Lowry. 

Se disuelve en una minima cantidad de buffer de fosfa­

tos O.OJM pH e.o y se pone a dializar contra este bu­

'ffer toda la noche haciendo al menos dos cambios. 

- Se mide la actividad de penicilina amidam según la 

técnica descrita en el punto 3.7 

3.9.2.2 Determinación de proteínas. 

Se llevó a cabo por el método de Lowry (Lowry il 

!l• 1951), utilizando albúmina sérica bovina como patrón 

(Sigma) para hacer una curva de concentración de proteí­

na contra absorbancia a una densidad 4;:tica de 590 nm, la 

cual aparece en el apéndice. 

3.10 Determinación de actividad de penicilina amidasa por identi 

ficación de 6-APA en cromatografía en placa fina. 

Esta técnica permite separar, aislar e identificar comP2 
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nen tes de mezcla• ,con base en las diferencias de velocidad a 

la cual migran estos componentes a través de un medio esta­

cionario bajo la inf luen~ia de una fase móvil. 

La eeparación, en este caao, basada en la adsorción, re­

side en el equilibrio que gobierna la distribución de las di 

versas especies de aoluto entre el solvente y la superficie 

del sólido que constituye la fase estacionaria. Les aolutos 

son adsorbidos con diferente intensidad dependiendo ésto de 

sus propiedades químicas, y de la naturaleza del adsorbente. 

Los materiales adsorbences usados en cromatografía en 

placa fina incluyen entre otros, gel de silíce, alúmina y C.! 

lulosa pulverizada. UI fase móvil es acuosa, y puede consis­

tir de un solvente puro o de una mezcla de solventes los CU! 

les son al menos parcialmente inmiscibles con la fase eata­

cionaria. 

Para detectar la aparición de 6-APA como medida de la 

actividad de penicilina amidasa, ae uaaron placea de gel de 

sílice de 20 X 15cm como fase estacionaria, y como fase mó-· 

vil se usaron cuatro sistemas de aolventes1 A) n-butanol-et~ 

nol-agua (1218:2), !~) metanol-acetona (90110 y 50150) y C) ªº! 

tato de etilo-butanol-ácido acético (80:15140). Las placas 

se desarrollaron en una dimensión, de la siguiente manera: 

se satura la cámara en la que 1e va a colocar la placa, 

con el sistema de solvente que se va a emplear. 



- se coloca una gota (aproximadamente 5 pl) de la aolnci6n 

muestra a una distancia de unos 3 cm de el borde de la 

placa; se dejan secar !as muestras. 
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- Se coloca la placa dentro de la cámara; se deja que ocu­

rra la migración, como resultado del flujo ascendente de 

la fase móvil causado por fuerzas de capilaridad. Ul.a vez 

que el solvente ha alcanzado una altura de 12 cm se saca 

de la cámara y se seca. 

- Para detectar las manchas de 6-APA la placa se mete a una 

cámara que contiene vaporea de yodo. Las manchas pardas 

indican las posiciones de los solutos. Se mide el Rf de 

cada aoluto y se identifica con base en los valores de r~ 

tenci6n. 

La detección también puede estar basada en la abso!: 

ci6n de radiación ultravioleta, d~ fluorescencia o de r~ 

dioactividad. 
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION 
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IV.- RESULTADOS y orscusro& 

4. 1 Cinética de crecimiento de Bouvardia ternifolia. 

como ti!:' planteó al principio de este trabajo, el primer 

objetivo a lograr fue determinar si la carbenicilina usada 

en la eliminación de la bacteria transformante Agrobacterium 

tumefaciens, tenía algún efecto en el crecimiento de los cu1 

tivos celulares de aouvardia ternifolia. 

Lo primero que se hizo fue determinar la cinética de 

crecimiento del cultivo de Bouvardia ternifolia en su medio 

de mantenimiento, con el fin de conocer las características­

de crecimiento de éste. Para la determinación de la curva 

de crecimiento, se procedió de la siguiente forma: Se prep! 

raron 15 matraces de 250 ml con 50 ml de medio basal MyS ca­

da uno; a 5 matraces s~ les agregó 2,4-D y kinetina en una 

concentración de 4.SXl0- 6M y 2.JX10-7M respectivamente 

(Fig.4.la): a otros 5 se les puso 2,4-D y kinetina a la mi -

tad de la concentración usada en A <Fig .4. lb) y a los 5 últi 

moa no se les agregó ninguna hormona (Fig.4. lc). Se inocu­

laron todos los matraces con 5 ml de una suspensión de célu­

las de 10 días de incubación (2Xl05 células/ml).Se incubaron 

a 25° e y 125 rpm durante 15 días, durante los cuales se fu~ 

ron tomando muestras para determinar el porcérl.t4)é de t)CV ·Fiq. 

4. l muestra la curva de crecimiento obten ida; cada punto gr~ 

ficado repreaenta el promedio de por lo menos trea datermin~ 

cienes. como puede apreciarse en esta gráfica, souva~dia 
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DIAi 

Fig.4.l curva de Crecimiento de ~ouvardia ternifolia en m! 
dio líquido (cultivo en suspensi6n). Las condicio­
nes de incubación fueron 25°C, 125 rpm de agitación 
rotacional y luz continua de 100 lux de intensidad 
tos puntos representan el promedio de al menos 3 -
repeticiones y las barras verticales indican la -­
desviación estándard de la muestra. 

a) 2,4-o (4.5Xl0-6M) y kinetina (2.3Xl0-7Ml 
b) 2,4-D (2.2Xl0-6M) y kinetina (l.l.Xl0-7M) 
c) Medio basal sin hormonas. 
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!~~nifolia no crece en un medio carente de hormonas (Fig.4.lc) 

y se obtiene un crecimiento acelerado con la concentración us~ 

da en la letra a) alcsnzándose la fase estacionaria a los 13 

días de cultivo, mientras que si se utiliza la mitad de esta 

concentración, el cultivo crece lentamente (Fig.4.lb). 

4.2 Crecimiento de cultivos de B.ternifolia en medios suplementa-

dos con carbenicilin~. 

una vez que se conocieron cuáles eran las condiciones ÓE 

timas de crecimiento del cultivo, se procedió a investigar el 

efecto que produce la carbenicilina en el crecimiento de ~-

~ ternifolia evaluando el crecimiento del cultivo en su~ 

pensión por determinación del porcentaje ~é PCV én las siguientes 

condiciones: 

I medio MyS con carbenicilina en una concentración de l rng/ml 

(2.6 X l0-3M). 

a) Sin hormonas 

b) Sin auxina, sólo con kinetina 

c) con auxina y kinetina 

II Medio MyS sin carbenicilina 

d) Sin hormonas 

e) con auxina y kinetina 

tas condiciones II d) y e) fueron loe controles. En t2 

dos Los casos en los que se agregó auxina, 1e usó 2,4-D a una 

-6· concentración de 4.5 X 10 M. Igualmente, en los casos en los 

que se agregó kinetina, fué a una concentración de 2.3Xl0-7 M. 
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La figura 4.2 muestra las curvas de crecimiento de ~.ternifolia ~ 

tenidas en estas condiciones, y los punto• graficados representan 

el promedio de al men~s tres determinaciones. como puede observar-

se, los cultivos que conti~nen carbenicilina, crecen normalmente 

en un medio carente de awcina, suplementado o no con kinetina (Fig. 

4.2 letras a) y b), aunque en el periodo de la fase exponencial, 

crecen menos rápido que los cultivos control que fueron suplemen-

tados sólo con hormonas (Fig.4.2 letra e). La fase "lag• es más 

larga cuando se adiciona kinetina además de penicilina (letra b)¡ 

la carbenicilina no es tóxica para el cultivo y también hay cree_! 

miento cuando se agrega al medio además·de ésta, las hormonas au-

xina y kinetina (Fig.4.2 letra c). Adicionalmente, se observa que 

no hay crecimiento en un medio sin hormonas y sin carbenicilina 

(Fig.4.2 letra d), pero si lo hay en el medio carente completamen 

te de hormonas suplementado con carbenicilina (Fig.4.2 letra a), 

por lo que este experimento mostró que la preaencia de la carben_! 

cilina es determinante para el crecimiento, pues en ausencia de 

hormonas estaba siendo usada de alguna manera por los cultivos en 

suspensión de !!_.ternifolia como fuente hormonal probablemente aux! 
/ 

nica. 

Otra observación hecha con este experimento fue que los matr.!. 

ces correspondientes a los cultivos en suspensión crecidos con ª.!l 

tibiótico tenian un color amarillento mientras que los que no te-

nian antibiótico presentaban color blanco. Se pensó que esta dif,! 

rancia de color podria deberse a la acumulación de algi:in compuesto· 

de desecho, ya que en la literatura sobre cultivo de tejidos se ha 

reportado que la acumulación de ácidos fenólicos por ejemplo, da 



57 

70 
~ ! .. .,. 

A 

10 
e 
8 

10 

40 

so 

IO 

IO 

o 

' IO 10 
DIAi 

Fig. 4.2 curva de Crecimiento de a.ternifolia en medio líquido con 
y sin carbenicilina. tas-condiciones de incubación fueron 
25°C, 125 rpm de agitación rotacional y luz continua de -
100 lux de intensidad, LOs puntos representan el promedio 
de al menos 3 determinaciones y lae barras verticales in­
dican la desviaci6n estándard de la muestra. 
I a) Sin hormonas + 1 mg/ml de carbenicilina 

b) Con lmq/ml de carbenicilina + 2.3Xl0- 7M de kinetina 
c) con 4.SX10-6M de 2,4-D + 2.Jx10-7M de kinetina + lmg;ml 

de carbenici lina. 
II d) Sin hormonas y sin carbenicilina 

e) Sin carbenicilina, con 4.SX10-6M de 2,4-D y 2.3Xl0-7M 
de kinet ina. 
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una coloraci6n amarillo-caf6 a los cultivos,, lo que indica 

muerte celular. 

Se det6rmin6 el porcentaje de viabilidad celular de los 

cultivos con azul de tripano una vez alcanzada la fase esta-

cionaria (18 dias), para ver si los que tenian antibi6tico 

(condiciones I) eran menos viables por la presencia de algún 

compuesto que les fuera t6xico, que los de las condiciones II, 

y se obtuvo lo siguiente: 

CON ANTIBIOTICO: I SIN ANTIBIO'l'ICO: II 

MyS Sibl HORM.Q MyS CON HORMQ MyS SIN HORMO MyS CON HORMQ 
NAS NAS NAS NAS 

coloración amarillenta amarillenta blanca blanca 

Crecimiento 62% (creci­
a los 18 -- miento rápi 
dias (% de- do) -
PCV Fig.4.2) 

60% (crec.i­
miento rápi 
do) -

20% (no hubo 
crecimiento) 

65% (crecimien 
to muy rápido) 

% de viabi­
lidad. 

92% 95% 50 3 95% 

como se ve, la viabilidad es casi la misma en todos los 

casos en que hubo crecimiento, por lo que el color amarille,a 

to de los cultivos que crecieron con carbenicilina no indica 

lisis celular, y es posible que se deba a la 1iberaci6n al 

medio de cultivo de algün catabolito de desecho cuya acumu-

laci6n no llega a ser tóxica para el cultivo con la concen­

traci6n de antibiótico usada (1 mg/ml=2.6Xl0-3M) (Fig.4. 6~. 

Se hicieron también estudios sobre el efecto de la ca~ 

benicilina en el crecimiento de callos de j!.ternifolia, ev~ 
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luando el crecimiento por incremento en el peso fresco a los 

·JO d!aa de cultivo. La Tabla 5 del apéndice y la Fig. 4.3 

muestran los resultados obtenidos utilizando tres concentra-

cione• de carbenicilina (0.5 mg¡\nl, 1 mg/ml y 2 mg,Á111) en c~ 

llo1 crecidos en medio suplementado con 2,4-0 y kinetina, y 

en calloa crecidos en medio basal sin hormonas. con estos r~ 

sultados se observa que: 

- la carbenicilina produce el mismo efecto que el producido 

por 2,4-D y kinetina juntos, pues los callos crecidos en 

un medio carente de hormonas suplementado con cllrbenicili-

na, presentan crecimiento cuantitativamente semejante a loa 

callo• crecidos con hormonas sin carbenicilina.(Foto de la 
B'ig.4.4) 

- La carbenicilina no es tóxica para loa cultivos crecidos 

en un medio con hormonas. 

L09 callos no crecen 'sin hormonas y sin antibiótico. ( Fiq. 4. 5A) 

- La concentración de carbenicilina con la que se obtuvo ma­

yor crecimiento ea con la de 1 mq/ml (2.6Xl0-3M). 

En este experimento, al igual que el anterior realizado 

con cultivos en suspensión, se observó que la apariencia de 

los callos crecidos con carbenicilina era diferente solamen-

te en cuanto a coloración con respecto a loa callos crecidos 

con hormonas sin carbenicilina. Los callos crecidos con an-

tibiótico presentaron una coloración blanc'>-amarillenta, la 

cual fué más·intensa con la concentración más alta usada de 

carbenicilina (2 mq/ml), incluso presentándose zonas amari-

llo-café en el callo. Los callos crecidos solamente con hor-
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Fig.4.3 Efecto de la carbenicilina en el crecimiento de 
!!• ternifolia. 

A.J{y:S + K + 2,4-D 

B.MyS 

tos resultado• representan el promedio de 5 repet!. 
ciones A P,F.= incremento en pe•o fre•co, después­
de 30 días de incubación a 28ºC y llll: continua de-
1000 lux de intensidad. Concentración de K= 2.3 X 
10-7M y de 2,4-D= 4.5 X io-6M. 



Fiq. 4.4.-Fotoqraf1a que muestra dos cultivos de JO dias 
de edad de B.ternifolia crecidos en medio MyS 
con hormonas 2,4-D y kinetina (A) y en medio 
sin hormonas suplementado con l rng/ni de carbe 
nicilina (B). Obsérvese que la coloración del­
cultivo que tiene antibi6tico (B) es amarilleE_ 
ta con zonas pardas. 
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Fig.4.5 rotografia que muestra dos cultivos de 30 d1as 
de edad de B.ternifvlia incubados a 2B•c y 1000 
lux de inteñsidad luminosa en medio MyS sin hor 
monas (A) y en medio MyS sin hormonas suplementa 
do con 1 mg/ml de carbenicilina (B). como puede­
observarse, B.ternifolia no crece en ausencia de 
hormonas (A)-pero si lo hace en presencia de ca~ 
benicilina ( B). 
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monas presentaron una coloración blanca. 

En otro experimento con callos de !!· ternifolia se vari!_ 

ron las concentraciones de au:xina y de carbenicilina, rnante-

niendo la concentraci6n de kinetina constante. La Tabla 6 

del apéndide y la Fig. 4.6 muestran los resultados obtenidos 

por evaluaci6n del incremento en peso fresco a los 30 días 

de cultivo y representan el promedio de 5 repeticiones. Se 

usaron dos tipos de medio de cultivo: medio basa 1 sin horm.Q 

n1u (M/$-H) y r.::edio basal suplementado con 2.Jx10-7M (O.OS 

mg/l) de kinetina (M/S+K). Las concentraciones de carbenic,! 

lina y de la au:xina 2,4-D probadas fueron: 

carbenicilina: 

2,4-D: 

2 
-3 = 2 mg/ml (5.2 X 10 M) 

= 1 mg/m·l (2.6 X 10-JM~ 1 
1/2 
1/4 = 

0.5 mg/ml (1.3 X 10- M) 
o.2s mg/ml (0.65 x 10-JM) 

2 au:x 
1 au:x 

1/2 au:x 
1/4 aux 

'1' 2 mg/l (9.04 X 10-6:1) 
~ 1-mg/l (4.52 X 10-6M~ 

0.5 mg/l (2.25 X 10- ~) 
= 0.25 mg/l (l.13 X 10- M) 

En la Fig. 4,6 se puede observar lo siguiente: 

- Las concentraciones de carbenicilina de 1 m;/ml y 2 m;/ml 

pcojujeron un crecimiento cuantitativamente igual tanto en 

presencia ~e kinetina como en ausencia de ella. 

- Es interesante notar que con la concentración de 0,5 mg/ml 

de carbenicilina sí hubo diferencia de crecimiento en auae~ 

cia o presencia de kinetina, pues los que sólo tenían 0.5 

mg/ml de carbenicilina crecieron significativamente m's que 

los que adem's de esta concentración de antibiótico tenían 
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0.5 mg/l de kinetina. 

- con la concentración de 0.25 mg/1111 de carbenicilina se obt~ 

vo muy poco crecimient~, tanto con kinetina como sin ella. 

En la Fig. 4.1 se ve que se ohtuvo mayor crecimiento con 

la concentración más baja de 2,4-0 usada que fué la de 

l.13Xl0-6M (0.25 mg/l) manteniendo constante la concentración 

de kinetina. 

Estos resultados sugieren que con concentraciones mayo­

res de l mg/ml de carbenicilina no importa la presencia ó 

ausencia de kinetina para producir crecimiento, mientras que 

si se usan concentraciones menores de l mg/ml de antibiótico 

junto con O.OS mg/l de kinetina, ae obtiene un crecimiento 

lento. 

LOS cultivos de ].ternifoli~ crecen aceleradamente cOlllO 

callo desdiferenciado si se mantiene una relación de ~uxina/ 

citocinina alta (que es la relación que se usa con las cene~ 

traciones de 1 mg/l de 2,4-D y o.os mg/l de kinetina para man 

tener el cultivo). Si la relación auxina/citocinina es baja, 

el cultivo crece lentamente, y pueden formarse brotes (datos 

no presentados). Por tanto los resultados sugieren que la caE 

benicilina puede estar siendo usada como auxina por el culti­

vo, ya que las concentraciones bajas de esta penicilina da­

rían una relación auxina/citocinina baja que produjo un cree! 

miento lento. 
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COMC!N'TflACION DI 1,4-D (MG/L) 

FTG. 4.7 Efecto de diversas concentraciones de 2 ,4-D 
manteniendo constante la concentraci6n de -
kinetina (2.3 X 1J-7M). 

6 P .F = incremento en peso fresco después de 
30 días de incubación a 2a•c y luz .., 
continua de 1000 lux de intensidad. 
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4.3 Efecto del ácido 6-aminopenicilánico y de varias penicilinas 

en cultivos de B. ternifolia. 

una vez que se hubo investigado el efecto que produce la 

carbenicilina en el crecimiento de ªº ternifolia, las siguien. 

tes preguntas a responder fueron las siguientes: ¿existen 

otras penicilinas que ejerzan un efecto auxínico en el creci­

miento de cultivos de ª• ternifolia? ¿por qué tienen esta ac­

tividad? 

Se analizó primero la estructura química de la carbenic! 

lina, para tratar de averiguar qué características de la mol~ 

cula podrían ser las de una auxina. Sabemos que todas las au­

xinas deben poseer para su actividad un anillo aromático y un 

grupo carboxilo, características presentes en la cadena late­

ral de la molécula de carbenicilina (Fig.3 .2) unida por un err 

lace amida al ácido 6-amino-penicilánico (6-APA). 

Se pens6 que esta cadena lateral podría ser la parte de 

la molécula en donde residiera la actividad auxínica, pues la 

estructura de la cadena lateral de la carbenicilina correspo~ 

de de hecho al ácido fenilacético (pues el fenilmal6nico fá­

cilmente se descarbOJCila a ácido fenilacético) el cual se sa­

be que posee actividad auxínica (46, 64 ) , y la porción de 

6-APA, aunque tiene un grupo -COOH no tiene anillo aromático 

y por lo tanto, no sería ur1 buen candidato, si la cadena la­

teral ea la responsable del crecimiento, el 6-APA no debería 

ser activo, y para investigar esto, se probó primero si éste 

tiene alguna actividad en el crecimiento de los cultivos de 
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D· ternifolia por si sólo. 

se disenó un experimento en el que se probaron diversas 

concentraciones de 6-APA en el crecimiento de callos de ~· 

tern l folia, tanto en medio My3 suple¡r.entaco con hor111onas co­

mo en medio MyS sin hormonas. Se evaluó el incremento en ~ 

so fresco a loe 30 días de cultivo. En la Tabla B del apénd,! 

ce y la Fig. 4.8 se muestran los resultados obtenidos, en los 

que puede apreciarse que: 

El ácido 6-APA no ejerce ningún efecto auxínico en los 

cultivos de ~· ternifolia con ninguna de las concentraci2 

nes probadas, ya que los callos crecidos en un medio sin 

hormonas no crecieron con 6-APAi los valores negativos en 

el incremento de pesJ fresco se debieron a pérdida de agua 

del tejido. 

E.l ácido 6-APA sin embargo, no es tóxico para los culti­

vos, ya que los callos crecidos en medio 1uplementado con 

hormonas crecieron normalmente a pesar de la presencia de 

6-APA. 

Se observó también que tanto el tejido como el medio de 

cultivo de los callos a los que se lea agregó 6-APA, presen­

taron una coloración amarillenta, a diferencia de los que no 

se les puso 6-APA en los que la coloración se mantuvo blanca. 

tos resultados obtenidos con este experimento, sugieren 

q11e la porción de 6-APA de la molécula de la penicilina, no 

es la responsable de la actividad auxínic~ pero si probable-
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mente la responsable de la. ~oloraci6n amarillenta que toman 

los cultivos cuando se incuban con carbenicilina. 

con base en los result.:idos anteriores se formuló la si­

guiente hipótesis "La cadena lateral, puede liberarse por 

ruptura del en lace amida que la une al 6-APA y es la res~ 

sable de la actividad aux!nica: por lo tanto, toda variación 

estructural en ella que lleve a la pérdida de alguno de los 

caracteres esenciales de una awcina (grupo -cOOR y anillo 

aromático), deben producir una penicilina inactiva para el 

crecimiento de cultivos de ~ardia ternifoli11". 

Según esto, penicilinas como la ampicilina cuya cadena 

lateral posee un anillo aromático pero en vez del grupo ca~ 

boxilo posee un grupo amino, sería inactiva, y la penicili­

na e (bencil-penicilina), cuya cadena lateral corresponde 

al ácido fenil acético sería activa (Fig. 4.9). 

Se probaron estas dos penicilinas en callos de ~· ~ 

.f2.!i! evaluando el incremento en peso fresco a los 30 d!aa 

de cultivo. Para ambos casos, se emplearon tres concentraci.2 

nes diferentes (0.5 mg/ml, 1 mg/ml y 2 mg/ml} de penicilina 

en medio MyS sin hormonas y en medio MyS con hormonas (2,4-D 

y t<inetina). 

LA Tabla 9 del apéndice y la Fig. 4.10 nos muestran loa 

resultados obtenidos con ampicilina: 

tos c3llos sembrados en medio MyS sin hormonas l!O crecen 

en presencia de ampicilina. 
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- A m~yor concentración de ampicilina, el incremento en peso 

fresco fue menor que en los controles con hormonas, augi-

riendo que la ampicili~a es ligeramente tóxica para el cul 

tivo. En el caso de loa cultivos sembrados en medio Myi> 

sin hormonas, también se observa la toxicidad de la ampic.! 

lina con respecto al control que carecía de ésta, pues con 

los callos a loa que se les agregó en el medio de cultivo 

ampicilina, se obtuvieron valores negativos de incremento 

en peso fresco debido a la pérdida de agua del tejido. 

Los resultados obtenidos con penicilina G (bencil-peni-

cilina) se muestran en la Tabla 10 del apéndice, así como en 

la Figura 4.11.como se puede apreciar, la penicilina G prodJ! 

jo crecimiento de los callos sembrados en un medio carente 

de hormonas, cuantitativamente semejante al crecimiento pro-

ducido por las hormonas 2,4-D y kinetina juntas. La concen-

traci6n de penicilina G con la que se obtuvo un mayor incre­

-3 mento en peso fresco fue la de l mg/ml (3Xl0 M) , que es la 

misma concentración con la que se obtuvo mayor crecimiento 

usando carbenicilina. 

Los resultados obtenidos con ampicilina y con penicili-

na G están de acuerdo con la hipótesis planteada. 

Para corroborar lo anterior se probaron otras penicili-

nas en callos de ~· ternifolia en medio Y.yS sin hormonas, A 

cada lote de 6 frascos de cultivo se les adicionó l mg/ml de 

la penicilina a probar, y como control, a 6 frascos no se 
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les agregó antibiótico. Todos loa frascos fueron incubados 

·en las mismas condiciones, y a los 30 días de cultivo, se 

evaluó el incremento en peso fresco producido. La Tabla VI 

del apéndide y la Figura 4.12 nos muestran los resultados que 

se obtuvieron, en los que podemos observar que solamente la 

carbenicilina y la penicilina G producen un efecto hormonal 

en los cultivos de Bouvardia ternifolia. Si observamos las 

estructuras químicas de estas penicilinas, vemos que en ellas 

la cadena lateral consta exclusivamente de un anillo aromáti 

ce y de grupo carboxilo que correspondería, en el caso de la 

carbenicilina, al ácido fenil mal6nico, y en el caso de la 

penicilina G al ácido fenil acético, por lo que estos resul 

tados concuerdan con la hipótesis de que la actividad auxín! 

ca reside en la cadena lateral de la molécula de penicilina 

pues los cambios estructurales en ella modifican la activi­

dad producida. 

El ácido fenil mal6nico no posee actividad de auxina 

!?!!!: !..! pero es fácilmente convertido en ácido fenil acético 

por descarboxilaci6n. 

Con estos resultados, se decidió buscar la causa de la 

hidrólisis de las penicilinas en el cultivo, así como pro­

bar el efecto del ácido fenil acético solo en el crecimien­

to de .!!• ternifolia. 
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4.4 0esradaci6n de las penicilinas en el medio de cultivo. 

con base en los resultados anteriores se formuló la siguie.!2 

te hipótesis: "la actividad hormonal de la carbenicilina y pe­

nicilina G se debe a la presencia en el cultivo de una amidasa 

que libera la cadena lateral unida al 6-APA y esta cadena lat~ 

ral u transformada en auxina ". 

Si la cadena lateral de la penicilina G y la carbenicili­

na es usada como auxina, suponemos que ocurre una ruptura de 

la molécula de penicilina que libera a la cadena lateral del 

6-APA. La siguiente pregunta a responder sería entonces si en 

las células del cultivo ocurre esto debido a la presencia de 

un enzima o se debe a una degradación espontánea de la penici­

lL~a en el medio de cultivo. 

En general, las penicilinas son bastante estables en es­

tado sólido "seco•, pero una vez en solución. pueden produci_! 

se diferentes productos de degradación, dependiendo de las 

condiciones. En solución ácida, se pueden degradar espontáne~ 

mente a ácido pen!lico, mientras que en una solución alcalina 

se pueden d&<Jradar a ácidos peniciloicos. que pueden a su vez 

descarboxilarse a peniloicos (Fig.4.13), con la consecuente 

pérdida de la actividad antibacteriana. Se sabe poco sobre 

la estabilidad de las penicilinas en medios de cultivo micro­

biol6gicoa, pero según Ryan y colaboradores (63), la estabil! 

dad de distintos antibiótico• incluyendo penicilinas es muy 

buena en medio nutritivo con agar, comparable a la del produs 

to en seco. De acuerdo con satchelor y cameron-wood (2), las 
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penicilinas se pueden hidrolizar espontáneamente a 6-APA s2 

lo en un O, 2%. 

Para investigar esto se diseHaron dos experimentos: 

EXperimento 1: 

3.6.l Ensayo microbiológico de detección de la presencia o 

ausencia de halo de inhibición dGl crecimiento de 

Agrobacterium tumefaciens (LBA 4001) que es sensible 

a la carbenicilina. 

La ruptura de la molécu~ de penicilina provoca la pé~ 

dida de su actividad antibacteriana, por lo que si ocurrie­

ra una degradación espontánea no se presentaría halo de inh! 

bici6n de crecimiento bacteriano en las placas que tuvieran 

soluciones ácidas o alcalinas de carbenicilina. Se prepar~ 

ron 30 placas, en las que se probaron cinco concentraciones 

de carbenicilina (1, 2, 3, 4 y 5 mg/ml), disueltas en agua 

desionizada y ajustadas con NaOH ó con HCl 1.0 N a cinco 

pH diferentes (3, 4, 5.7, 8 y pH 9). Se prepararon también 

5 placas como control a las que no se les puso carbenicilina. 

todas las placas se incubaron a 25ºC durante 12 horas 

al término de las cuales se midi6 el halo de inhibición, 02 

teniéndo11e .los siguientes resultados: 

HUbo halo de inhibiciónº en todas las placas excepto en laa 

placas control. 



- El tama~o de halo de inhibición fué el mismo en todo• los 

pHs de cada una de las concentraciones de carbenicilina 

probadas. 

- A mayor concentración de carbenicilina, mayor fué el talll!, 

~o del halo de inhibición presentado, en todos los pH pr2 

hados. 

La actividad bactericida en todas las placas contenil!!!, 

do carbenicilina indica que ésta no se degradó significati­

vam.ente en las soluciones en el intervalo de pH de J a 9. 

Experimento 2: 

J.6.2 Curva de crecimiento 

de 1!· ternifolia. 

pH de cultivo en suspensión 

80 

Se determinaron los cambios que sufre el pH del medio 

de cultivo durante.el crecimiento, a fin de investigar si 

ocurría algún cambio brusco que pudiera producir la degrada­

ción espontánea de la penicilina G. Se usaron cultivos en 

suspensión c;:on tres tipos de medios: a) Medio MyS + H "e con 

2,4-D y kinetina) b) Medio MyS suplementado. con 1 mg/ml de 

penicilina G y c) Medio MyS sin hormonas. Como control se 

emplearon matraces sin células con y sin penicilina G (Fig. 

4.14 letras d) y e) respectivamente). TOdos los' matraces 

fueron incubados a 25ºC y 125 rpm por 20 días durante los cu~ 

les se fueron tomando muestras par~ evaluar el porcentaj~ de 

PCV y el pH. La Figura 4,14 muestra las curvas de crecimiento 

- pH obtenidas, en las que podemos hacer las siguientes obae,r 

vaciones: 
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LO& controles sin células se mantuvieron en. el período de 

20 días a un p!I más o menos constante que fué de 4.3 a 

5.1, siendo el pH del control sin células con penicilina 

ligeramente más ácido que el del medio sin células sin p~ 

nicilina. 

- En medio MyS con hormonas, el pH aumenta durante el perí~ 

do de incubación, desde ·4.6 hasta 6.7. 

- En medio MyS sin hormonas, no hubo crecimiento y el pH 

promedio hasta los 14 días de incubación fue de 4.6, de! 

pués de los cuales aume11t6 hasta 5.5. 

- En medio MyS con l mg/ml de penicilina G el pH fué aume~ 

tando des.de 4. 5 hasta 5. 5 en los primeros 15 días de in­

cubación después de los cuales bajó hasta 4.4. 

LOs resultados muestrán que el pH se mantuvo ácido d~ 

rante el crecimiento en todas las condiciones probadas, en 

un intervalo de 4.3 a 6.7, por lo que no hubo ningún cambio 

brusco que pudiera provocar una degradación espontánea de la 

penicilina. 

Est9s resultados, junto con los del experimento anterior, 

demuestran con claridad que aunque pudiera haber algo de d~ 

gradación espontánea de la penicilina durante el cultivo no 

·ee lo suficientemente significativa como para suponer que 

ésta pueda ser la causa de la liberación de la auxina~e la 

cadena la-teral. 
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Fig. 4.14 curva de crecimiento - pH de cultivo en 1uspen 
si6n de -ª· ternifolia 

a) M&S + H (2,4-D y kinetinal 
b) M&S + Penicilina G (lmg/ml) 
c) M&S sin hormonas 
d) control sin células, M&.S 
s) Control sin células, M&S+penicilina G 

Los puntos representan el promedio de al mene• 3 d~ 
terminaciones. 

Las barras vertical~s indican la desviación están-­
dard de las muestras. 

1 
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4.5 Determinación de actividad de penicilina amidasa in vivo. 

Una vez establecido que la ruptura de la molécula de p~ 

nicilina no ocurre espontáneamente en el medio de cultivo, se 

procedió' a investigar la posible presencia de un enzima ami-

daaa que degrade a la penicilina liberando la cadena lateral. 

Dicha enzima se detecté indirectamente utilizando el si~ 

tema de bioensayo basado en la liberación del compuesto p-ni 

troanilina de color amarillo intenso a partir del compuesto · 

inconoloro N-fenil-acetilnitroanilina, por la acción de una 

acilasa o amidasa (Ores.carmen Giral y Rodolfo Quintero, com~ 

nicaci6n personal). 

La Figura 4.15 nos muestra la reacción que ocurriría si las 

células de ensayo tuvieran una enzima que produjera la rup-

tura del enlace amida que une al ácido fenilacético con la 

p-nitroanilina. La liberación de enzima al medio produciría 

una coloración amarilla intensa. 

Para probar si había este tipo de hidrólisis en nuestro 

cultivo de BOurvardia ternifolia, se inocularon 10 tubos de 

cultivo con 0.5 g de peso fresco de callo de JO días de edad 

(fase estacionaria), otros 10 tubos sin tejido fueron emple! 

dos como control. Tcdos los tubos contenían 6 ml de medio 

basal My3 sin hormonas. A 5 tubos de cada grupo (con y sin 

células) se les agregó 1 mg/ml de N-fenilacetilnitroanilina, 

para tener controles con y sin células y con y sin compuesto. 

Todos loa tubos fueron incubados a 28°c con luz continua. A 



N- FENILACETIL • NITROANILINA 

o 
ACIOO FENll .. ACfrlCO P" NITROANILIHA. 

Pi9. 4.15 Hidróli•i• de N"fenil"acetilnitroanilina 
por una amidaaa. 

-----~ 
Amldaso 
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partir de los 8 días se observó en color amarillo Únicamente 

en los 5 tubos que tenían células y N-fenilacetilnitroanili-

na. El color amarillo se fué haciendo más intenso a partir-

del 9~ día de cultivo en estos tubos, corno puede apreciarse-

en la fotografía de la Figura 4.16 Estos resultados sugirie-

ron que en los cultivos de~· ternifolia ocurre una hidróli-

sis enzimática de tipo amidasa debida a la presencia de las-

células. 

Es importante hacer notar que debido a la falta de ha~ 

monas, no hubo crecimiento en ningún tubo con células, a p~ 

sar de que los que tenían N-fenilacetilnitroanilina liberan 

ácido fenil-acético, que es una auxina. 

4.6 Determinación de actividad de penicilina amidasa .!!! ~ 
utilizando la técnica empleada para E. coli. 

con excepción del reporte de Alburn y colaboradores 

(1962, u.s. Patent 3,032, 473) sobre la ficina, una enzima 

proteolítica que hidroliza fenOJCimetilpenicilina a 6-APA, 

en árboles del género ~. la revisión de la literatura -

no produjo ningún otro reporte hasta la fecha (mayo,1985) -

sobre la presencia de penicilina-amidasas en vegetales. 

Para estudiar la posible presencia de una penicilina -

amidasa en ~· ternifolia se decidió emplear el método idea-

do por Bomstein y Evans (5) para la determinación colorimé-

trica del 6-APA y empleado por diversos autores en estudios 

de actividad de penicilina amidasa de Escherichia ~ 

(25. 74). 



Fig. 4.16 Fotografía que muestra la hidrólisis de 
N-feni lacetilnitroan ilina liberando 
p-nitroanilina que tit1e el medio de cultivo 
en color amarillo. como puede observarse, 
esto ocurre solamente en el tubo que tiene 
céluÍas y N-fenilacetilnitroanilina fe) 

Los tres tubos contienen el mismo medio de 
cultivo MyS sin hormonas con la variable de 
que: 
A: carece de N-fenilacetilnitroanilina 
a: carece de células pero sí tiene 

N-fenilacetilnitroanilina. 
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e: tiene células y tiene N-fenilacetilnitroanilina 



Esta técnica mide el 6-APA producido por medio de la 

base de schiff coloreada que se forma por la reacción de 

su grupo amino con el reactivo de Ehrlich {p-dimetil amino 

benzaldehido). La reacción se mide colorimétricamente a 

415 mm (ver metodolog1a, capitulo III). 

se aplicó esta metodología cerno prueba preliminar de 

la detección de penicilina amidasa en cultivos en suspen­

sión de ª" ternifolia de 14 dias de edad. Se emplearon e! 

lulas cultivadas en tres tipos de medios: 1) MyS con hor­

monas, 2) MYS con hormonas con lmg/ml de carbenicilina y 

J) MyS sin hormonas con lmg/ml de carbenicilina. 

tos resultados obtenidos se muestran en la Figuza4.17 

en la que podemos observar que: 
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- Hubo actividad de penicilina amidasa en las células prov~ 

nientes de los tres tipos de medio de cultivo, datectá,!! 

dose mayor actividad en las células que hablan cr~ 

cido en un medio sin hormonas suplementado con carbsn,! 

cilina. 
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Fig. 4.17 Estimación colorimétrica de 6-APA basada en la absorban 
cia del cromógeno formado por la reacción del grupo am:! 
no del 6-APA con el p-dimetil-aminobenzaldehido (PDAB). 
Se usaron células de 14 días de edad. Las barras repre­
sentan la absorbancia obtenida con células cultivadas -
en tres medios de cultivo y corresponden al promedio de 
al menos tres repeticiones. 

cH '" control, medio M&S + Hormonas 
H "' medio M&S + Hormonas 

CHA = control. medio M&S con hormonas con carbenicilina 
HA = medio M&S + Hormonas con antibiótico 

cA = control, medio M&S sin hormonas + carbenicilina 
A = medio basal M&S con carbenicilina 

Conüiciones de reacción: pH•B.O, (carbenicilina) .. 25 mM. 
tiempo de reacción = 30', buffer de fosfatos o. 03 M. 
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- También se detectó actividad, aunque mucho menor, en los 

tubos control, a pesar de que se les adicionó alcohol p~ 

ra parar la reacción en el tiempo cero y de que no fueron 

puestos a incubar en el baño a 40ºC con agitación cons- · 

tante. Esto pudo deberse a que el alcohol no penetra 

bien a las células y de todos modos hay reacción. 

Estos resultados indican que las células de Bouvardia 

ternifolia, forman un producto que posee un grupo amino que 

reacciona con el PDAB, cuando han sido cultivadas en un me­

dio suplementado con antibiótico. sin embargo, éste no es 

un reactivo especifico para el 6-APA ya que otros compues­

tos con grupo amino libre incluyendo los ácidos peniciloi­

cos pueden reaccionar y formar productos coloreados. Los 

resultados por lo tanto, no excluyen la posibilidad de una 

reacción inespec1fica. Para tratar de descartar esta pos.!_ 

bilidad, se diseffó un segundo experimento con los medios 

de cultivo solos y con células. Se incluyó penicilina G 

y se suprimió la glicina del medio MyS. 
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SERIE A: 1) M&S con hormonas (2,4-D y kinetina) 

2) M&S con hormonas + lmg/ml de carbenicilina 

3) M&S con hormonas y lmg/ml de penicilina G 

SERIE B: 4) M&S sin hormonas 

S) M&S sin hormonas + lmg/ml de carbenicilina 

6) M&S sin hormonas + lmg/ml de penicilina G 

SERIE C: 7) M&S sin hormonas y sin glicina 

8) M&S sin hormonas, sin glicina + lmg/ml de Ca!: 
benicilina 

9) M&S sin hormonas, sin glicina + lmg/ml de pe-
nicilina G. 

- se: prepararon tres matraces de 125 ml con 25 ml de cada 

uno de los distintos medios con y sin células. A los 8 diaa 

se midi6 la absorbancia a 415 mm de la siguiente manerai 

10 ml de cada uno de los matraces con células se cen-

trifugaron a 3 000 rpm durante 10' . A O. 2 ml de sobrenadan-

te se les agregaron 4. 8 ml de etanol absoluto y 2. S ml de 

PDAB (técnica descrita en el punto 3. 7 del capitulo III). 

Esto se hizo por triplicado, De los matraces sin células se 

tomaron alícuotas directamente sin centrifugar. 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

1) No hubo reacción con PDAB en ninguno de los medios sin 

células: la absorbancia ,fue en todos los casos cero. 

2) En la Fig. 4.18 se puede ver que se encontraron rastros 

de crom6geno formado por reacción del PDAB con el grupo 

amino de algún compuesto presente en el sobrenadante c~ 
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rresponJiente a los cultivos de células de 8 días de edad 

incubadas con antibi6tico (Serie A 2 y 3 y Serie B 5 y 6, 

Aunque los resultados sugieren la formación de 6-APA pro 

ducidos enzimáticamente a partir de la penicilina, los 

resultados no son concllllf!ntes por lo que se procedió a la 

identificación de éste por cromatografía en placa fina. 

4.7 Determinación de actividad de penicilina amidasa en protoplas­

tos y en extractos celulares. 

Los protoplastos se aislaron a partir de cultivos en sus­

pensión de B. ternifolia de 7 días de edad (fase de crecimien­

to lineal) a los cuales se les determinó actividad de penicill 

na amidasa, siguiendo las técnicas descritas en el punto 3.8 

del capítulo III, con la única variante de que la preparación 

de protoplastos no fue lavada para evitar que sufrieran lisis 

antes de hacer la mezcla de reacción. 

La mezcla consistió de 2 ml de la preparación de proto­

plastos en medio MyS + 9% de manitol, 3 ml de buffer de fosf~ 

tos 0.03 M pR a.o y 0.2 ml de Penicilina G. La actividad enzi­

~tica fué determinada por triplicado. 

Al mismo tiempo se determinó la actividad de penicilina 

amidasa en células intact!lt!! y en extractos celulares para lo 

cual se utilizaron c.ilílulas de cultivo en suspensión de 7 d!as 

de edad crecidas en medio MyS sin hormonas suplementado con 

1 mq/ml de penicilina G. 
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Fig. 4.18 Estimación calorimétrica de 6-APA en el sobrenadante co 
rrespondiente a cultivos de células en diferentes medios. 

Serie A2 - MóS con hormonas y 1 mg/.u.l de carbenicillna 
AJ - M&S con ho.cmonas y l mg/ml de penicilina G 

Serie as - M&S sin hormonas y l mg/ml de carbenicilina 
B6 - M&S sin hormonas y l mg/ml de penicilina G 
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Para la obtención del extracto, las células fueron lav~ 

das y homogenizadas a 4°C durante 3 minutos a máxima veloci­

dad. Se centri.fug6 para bajar restos celulares y la activi­

dad de penicilina amidasa se determinó en el sobrenadante s~ 

gún la técnica empleada para células intactas (Capitulo III 

3,8), tomando muestras a los 30 y los 90 minutos de reacción. 

Los resultados de las mediciones aparecen en la Figura 4.19 

A (células), B (citosol) y e (protoplastos), en los que se 

puede apreciar lo siguiente; 

A mayor tiempo de reacción se obtuvo mayor absorbancia. 

Sólo se detectó actividad de penicilina amidasa en células 

intactas y en extracto celular. No se detectó en proto­

plastos, debido, probablemente, a que la enzima está aso­

ciada a la pared celular de las células de ~.ternifolia. 

4.8 Determinación de actividad de penicilina amidasa con protsina 

~-

Para determinar si la enzima está asociada a la pared C,2 

lular, se midió la actividad de penicilina amidasa en la pro­

te1na total obtenida por precipitación con sulfato de amonio 

al 80% proveniente de 3 tipos de extractos: 

a) Un extracto de células de 7 dias cultivadll!lcon o sin lmg/ 

ml de penicilina G homogenizadas a 4°c durante 3 minutos 

y centrifugado a 3000 rpm para eliminar los restos ce1ul! 

res. El sobrenadante fué saturado con sulfato de amon~o 

al 80% para precipitar la prote1na total, la cual fu6 di! 
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Fi9. 4.19 Determinaci6n de actividad de penicilina amidasa 
en células (A), extracto o citosol (B) y en pro­
toplastos :cJ de -ª• ternifolia. 

Tiempo de reacci6n m 30 minutos 

D Tiempo de reacci6n = 90 minutos 



lizada contra buffer de fosfatos 0,03 M y cuantificada 

por el método de Lowry. 

b) un extracto de proteína de la pared celular obtenido 

del sobrenadante de una preparación de protoplastos S! 

turado con sulfato de amonio al 60%. Esta fracción, 

que contenía la solución enzimática para la producción 

de protoplastos más los restos de degradación de la p~ 

red celula; recibió el mismo tratamiento que la prote.Í 

na total obtenida del extracto celular. La solución 

enzimática consistió de celulasa, driselasa, manitol, 

sales minerales y sorbitol {ver punto 3.8 del capítu­

lo III). 
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e) un extracto de protoplastos homogenizado a 4ºC en buffer 

de fosfatos 0.03 M pH 8.0. El homogenado fue saturado 

con sulfato de armonio al 80% para precipitar la pro­

teína total, la cual fue también dializada y cuantifi­

cada por el método de Lowry. 

La determinación de la actividad de penicilina amid~sa 

se hizo por triplic~Jo para los tres casos por el método 

empleado con células intactas (técnica descrita en el punto 

3.6 del capítulo III). 

La Fi9 0 4.20 muestra los resultados obtenidos en loa que 

se observa que se detectaron en general rastros de cromóg~ 

no con la proteína de los tres tipos de extractos, siendo 

mayor la cantidad de absorbancia obtenida con la fracción 

de proteína correspondiente a la solución enzimática + pa-
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Fig. 4.20 Determinación de actividad de penicilina amidaaa 
en prote{na total de pared celular (A), de proto 
plastes (B) y de extracto celular (C). -
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controles: tiempo cero de reacción 

Tiempo de reacción: JO minutos 
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red celular, tanto en el tiempo cero (control) como a lo• 30 

minutos de reacción. 

Esto sugie~e nuevamente que la enzima est' asociada a 

la pared de las células de ~· ternifolia, pero en tanto no se 

aumente la sensibilidad del método empleado, estos resultados no 

son concluyentes puesto que también se detectaron rastros 

de actividad de penicilina amidasa en protoplastos. 

4.9 ~erminaci6n .9.e actividad de penicilina amidasa in vitro .. 

utilizando· la tecnica modificada para~. ternifolia. 

En los experimentos anteriores se pudo detectar de una -

manera indirecta la formación de 6-APA en los cultivos de .!!· 

ternifolia al incubarlos cai penicilina G y carbenicilina, m~ 

diante la técnica de;: Bomstein y Evans ( 5) en la cual, el 

6-APA reacciona con p-dimetilaminobenzaldehido para formar 

un.a base coloreada de Schiff. Sin embargo, el uso de esta 

técnica_, muy utilizada en _g. E2!!, en células de BOuvardia 

ternifolia presentó varios problemas que pudieran provocar 

que la estimacidn de la actividad de penicilina amidasa fuera 

subestimada o no detectada. Estos problemas fueron: 

a} Rango de sensibilidad. 

Se observó que esta técnica proporcionaba baja sen­

sibilidad ya que algunas veces sólo se detectaban rastros 

de cromógeno. Se vi6 que concentrando un mayor volumen· 

de muestra se detectaba 6-APA, pero si éste era pequeno, 

no se manifestaba absorbancia, por lo que la presencia 



de la enzima algunas veces no era detectada. ·Además, si 

la mezcla de reacción se dilu~a demasiado con buffer o 

con etanol absoluto, se provocaba una disminución en la 

sensibilidad del método. 

Analizando las determinaciones de la actividad de 

penicilina amidasa hechas, se puede ver que en todos los 

casos en los que sólo se detectaron "rastros" de crom6g~ 

no, se hicieron las mediciones utilizando células de 7a 8 

dtas de edad, es deci~ en inicio de la fase de crecimien 

to exponencial (Figuras 4.18, 4.19 y 4.20), mient::-as que 

cuando se determinó la presencia de 6-APA usando células 

de 14 dias de edad es decir, de fase estacionaria, si se 

obtuvo mayor absorbancia (Fig. 4.17). 
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La actividad de la amidasa puede entonces subestima~ 

se al buscar 6-APA libre en los medios de cultivo de 7 a B 

dias de edad debido a que la sensibilidad del método tiene 

un limite¡ la curva patr6n de concentración de 6-APA con­

tra absorbancia, s6l.o es lineal en un rah96 de 600-4000 ?9 

de 6-APA por ml y en células de esta edad, que et!!.piezan 

a crecer y por lo tanto a utilizar la penicilina como fue!! 

te hormonal, la cantidad de 6-APA que podria ser liberado 

al medio es muy pequei'la y no alcanza a ser detectada por 

el método empleado. 

Esta observación también puede indicar que la prese.!! 

cia de la penicilina en el medio de cultivo es lo que es­

timula la biosintesis de la penici1ina amidasa, y hace 

que la etspa•lag•de crecimiento sea más larga. 
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b) Efecto del alcohol absoluto 

se observó que el etanol absoluto, no detiene compl.!!!_ 

tamente la reacciln, ya que los controles con penicilina 

a los que se agrega alcohol al tiempo cerq. siempre forman 

cromógeno, pues absorben a 415 nm. Para verificar esto se 

hicieron algunos experimentos en los que se a"i'ladió alcohol 

desde el tiempo cero de incubación a 40°C y, tanto en los 

.~ubos a los que se añadió desde el principio como en los 

que sólo se agregó para detener la reacción, hubo absor­

bancia a 415 nm, aunque ésta fué considerablemente menor 

en los que ten1an alcohol desde el tiempo cero. Estos re 

sultados sugieren que deb1a existir algún problema de 

permeabilidad que impidió al alcohol penetrar a las cél.!!_ 

las y detener la reacción. 

c) Tiempo de reacción, 

Se observó que si se aumentaba el tiempo de reac­

ción a 72 horas, se obten1a mayor absorbancia a 415 nm. 

d) El desconocimiento de las condiciones óptimas para la 

medición de la enzima en los cultivos de sourvardia ~­

nifolia, tales como pH óptimo, concentración de sustrato 

óptimo, etc., ya que excluyendo este trabajo, no existen 

reportes hasta esta fecha de la existencia de esta enzima 

en vegetales, con excepción del reporte de Alburn, Grant 

y Clark sobre la f icina en árboles del género ~ 

(24, 25). 

Para tratar de resolver estos problemas y demostrar 
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con mayor certeza la presencia de penicilina amidasa en 

Bouvardia ternifolia, se decidió hacer cambios a la me­

todología empleada en la estimación calorimétrica del -

6-APA y combinarlo con cromatografia en placa fina, ya 

que el método calorimétrico no es especifico para el 

6-APA producido. 

se hicieron dos experimentos de determinación de activ! 

dad de penicilina amidasapor estimación calorimétrica del 

6-APA, modificando los parámetros de reacción de la siguiente 

manera: 

-· ·EXperimento 1, parámetros: 

Temperatura de la mezcla de reacción 

pH inicial 

Buffer de fosfatos 

concentración de penicilina 

* Tiempo de reacción 

* = Modificación 

40°C 

a.o 

O. 03 M 

25 mM 

70 Hrs. 

- se tomaron alícuotas de 15 ml de cultivos de -ª..ternifolia 

en suspensión en fase estacionaria crecida en un mertio con 

hormonas sin penicilina (caso I) o en un medio sin hormo­

nas suplementado con penicilina G (caso II), y se centri­

fugaron a 3000 rpm 15 min. s~ prepararon 2 mezclas de rea~ 

ci6n para cada caso resuspendiendo el paquete celular em­

pacado en los siguientes medios: 

a) Buffer de fosfatos + penicilina G 

b) Buffer de fosfatos + penicilina G + DMSO 
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- se pusieron J tipos de mezclas sin penicilina, sin celulas 

r con alcohol desde el principio. Todas las mezclas de reas_ 

ción fueron colo~adas en matraces de 250 ml y puestas a i_a 

cubar en un bafto de 40°C con agitación constante por espa­

cio minimo de 70 horas. 

se tomaron 2 muestras de 2 ml cada una de cada matraz 

a partir de las 70 horas de reacción. A una r.1uestra se le 

agregaron 4.8 ml de etanol absoluto, se centrifugó a 3000 

rpm por 10 min, se decantó y al sobrenadante se le adicion6 

2.5 ml de PDAB. A la otra muestra no se le agregó alcohol, 

sólo se le adicionó 2.5 ml de PDAB. 

En la Figura 4.21 se presentan los resultados que se o~ 

tuvieron con las muestras a las que no se les agregó etanol 

absoluto para detener la reacción y la Figura 4.22 los resu.! 

tados obtenidos con las muestras a las que si se les agregó 

alcohol absoluto. Tanto las muestras de los controles como 

las tomadas en el tiempo cero al inicio de la incubación a 

40°C, no presentaron absorbancia, En estas gráficas podemos 

observar que: 

- El etanol absoluto agregado para detener la reacción, pro­

voca una gran disminución en la detección de 6-APA, y por 

tanto en la sensibilidad de la técnica, (Fig,4.22). Esto 

puede deberse a problemas de permeabilidad a nivel de pared 

y membrana, o a que se diluye la muestra de reacción al 

agregarle alcohol. 

- se observa un pico máximo de absorbancia en todos los casos, 

a las 70 horas de reacción. 

- Las células que provenían de cultivos mantenidos en un ~ 
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Fig. 4.21 Determinación de actividad de penicilina amidaaa en 
cultivos en suspensión de a.ternifolia sin agregar­
alcohol absoluto para parar la reacci611. 

pEi de reacción = a. O 

Mezclas de reacción: 

l 
2 
3 
4 

con penicilina G 
con hormonas 
con penicilina G + DMSO 
con hormonas + DMSO 
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P'ig. 4.22 Determinacj.6n de actividad de penicilina acilaaa 
en cultivos en suspensión de ~· ternifolia agre­
gando alcohol absoluto para parar la reacción. 

pH de reacción : a.o 

Mezclas de reacción: 

1 con penicilina G 
2 con hormonas 
3 con penicilina '.J + DMSÓ 
4 con hormonas + DMSO 
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dio carente de hormonas suplementado con penicilina, son las 

que presentan una mayor absorbancia, y por tanto, las que 

producen mayor cantidad de 6-APA, tani:.o en presencia de OMSO 

como en ausencia de éstt. La mayor absorbancia se presentó 

en las que se les agregó DMSO. 

- El DMSO no resuelve el supuesto problema de permeabilidad ya 

que aunque si se obtuvo una mayor absorbancia al agregar és­

te a las células que hablan sido crecidas con penicilina, no 

ocurrió lo mismo al agregarlo a las células que hab!.an sido 

crecidas con hormonas. 

- Experimento 2, parámetros: 

Temperatura de la mezcla d~ reacci6n 

* pH inicial 

Buffer de fosfatos 

concentración de penicilina 

* Tiempo de reacci6n 

* = Modificaciones 

6.0 

0.03 M 

25 l\'f<l 

70 hrs. 

- Se tomaron alícuotas de 15 ml de cultivos de ~.ternifolia en 

suspensi6n en fase estacionaria cultivada en un medio con 

hormonas sin penicilina (caso I) o en un medio sin hormonas 

suplementado con penicilina G (caso II). se centrifugaron 

a 3000 rpm durante 15 min. y se resuspendieron en buffer de 

fosfatos 0.03 M pH 6.0 + penicilina G. 

se pusieron como control 2 mezclas que contenían células I 

6 II y buffer, pero sin penicilina. Todas las mezclas de 

reacci6n fueron colocadas en matraces de 250 ml y puestas a 

incubar al mismo tiempo que todas las mezclas del experime~ 

to 1, en un ba~o a 40ºC con agitación constante durante un 

minimo de iO horas. 
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Se tomaron también 2 muestras de 2 ml cada una de cada matraz 

a partir de las 70 horas de incubación. A una muestra se le agre­

gó etanol absoluto y PDAB y a la otra se le agregó solamente PDAB. 

La Fig. 4.23' muestra los resultados obtenidos con las muestras a 

las que no se les agregó etanol absoluto para parar la reacción, 

mientras que la Fig. 4.24 muestra los resultados obtenidos con las 

muestras a las que sí se les agregó alcohol. Debido a que este e~ 

perime.1to se realizó al mismo tiempo que el experimento 1, y por 

tanto, en las mismas condiciones, podemos hacer una comparación err 

tre los resultados de ambos, destacando las siguientes observacio-

nesi 

- Se obtiene mayor absorbancia con las mezclas de reacción a 

pH 6.0 fexperimento 2) que a pH 8.0 (experimento 1). 

- LOs controles en ambos experimentos, así como las muestras 

tomadas en el tiempo cero.al inicio de la incubación, no 

presentaron absorbancia. 

- Al igual que en el experimento 1, se observa en el experi­

mento 2 un pico máximo de absorbancia a las 70 horas de rea~ 

ción así como el que las células que habían sido cultivadas 

con penicilina (caso II~son las que presentan una mayor ~b­

sorbancia, es decir, presentan m.ayor actividad de penicili­

na amidasa. 

- El etanol absoluto agregado para dli:ener la reacción provocó 

también en el experimento 2 una disminución en la detección 

de 6-APA (Fig. 4.2A). 
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Por lo tanto. estos dos experimentos realizado• simult! 

neamente, nos mostraron que para la detección de 6-APA corno 

producto de reaccié~ de una acilasa presente en Bouvardia ~~ 

nifolia, debíamos cambiar el pH de reacción a 6.0 y que de­

bíamos utilizar otra sustancia o método para detener la reac-· 

ci6n que no fuera alcohol absoluto, ya que éste disminuye la 

sensibilidad de detección de la técnica con PDAB. 

4.10 Determinación de actividad de penicilina amidasa por iden 

tificaci6n de 6-APA en cromatografía en placa fina. 

Para detectar la aparición de 6-APA como medida de la 

actividad de penicilina amidasa, se incubaron células de !!_.· 

ternifolia con penicilina Gen diferentes condiciones, y el 

produ~to de las reacciones se identif ic6 directamente por 

cromatografía en placa fina. 

Se utilizaron células de cultivos en suspensión de 13dia~ 

de edad, en fase estacionariaJ que habían sido crecidas en 

un medio carente de hormonas suplement&do con 2 mg/ml de pe­

nicilina G. Se prepararon 5 tubos de cada mezcla de reacción 

con las siguientes condiciones: 

2 ml de celulas resuspendidas en buffer 

Temperatura de la mezcla de reacción 

pH inicial 

suff er de fosfatos 

0.1 ml de penicilina 

Tiempo de reacción 

2 X 105celulas/ml 

40°C 

s.0,6.0,1.0 y a.o 

0.3 M 

25 mM 

30'' 60' y 90' 
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Se pusieron también controles sin células y sin penicilina G. 

Se tomaron alícuotas de 0.2 ml de cada tubo en el tiempo 

cero y a los 30', 60 'y 90min de reacci6n. se apartaron spl de 

cada muestra para utilizarlas como problema a identificar por 

cromatografía. 

Para la identificaci6n del producto de reacci6n se utili 

z6 la técnica descrita en el punto 3.9 del capítulo III. Cada 

placa se dividió en carriles, y en cada uno se puso la mues­

tra problema de 5 ul a una distancia de 3 cm del borde de la 

placa. Se pusieron también Sf11 de soluci6r. de 6-APA, s.ul de 

soluci6n de penicilina G y S)ll de solución de ácido fenil ac~ 

tico como testigos. 

Los resultados obtenidos fueron: 

En todos los carriles con muestra problema aparecieron 

manchas con el mismo Rf que la mancha correspondiente 

a la soluci6n de 6-APA puesta como testigo. 

- Las manchas más intensas y grandes se observaron con 

las muestras correspondientes a los pH de reacción a.o 

y 7.0, mientras que a pH s.o y 6.0 aparecen más peque­

i'las y presentan además una mancha con igual Rf que la 

penicilina testigo. 

- No se detect6 ninguna mancha de ácido fenilacético. 

Es interesante hacer notar que el pH con el que se dete~ 

t6 mayor cantidad de producto con el método de cromatografía 

en placa fina no es el mismo que el pH con el que se detectó 

mayor cantidad de cromógeno utilizando la técnica colorimétr! 
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ca con PDAB, ya que con las croraatoplacas se obtuvo más 

6-APA a pH ¡.O y a.o, mientra• que con PDl\B, el pH 6.0 fué 

con el que se obtuvo mayor absorbancia. Esto puede indicar 

que el pH óptimo de acción de la penicilina amidasa, es dif!_ 

rente del pH al cual reacciona el PDAB con el producto 

6-APA para formar la base de Schiff que se mide colorimé­

tricamente. 

La detección directa de 6-APA en cromatografía en pla­

ca fina, indica que las células de aouvardia ternifolia rom 

pen la penicilina liberando 6-APA,·debido a la acción de 

una penicilina amidasa. 

4.11 Efecto del ácido fenil acético en el crecimiento de cultivo 

de B. ternifolia. 

Una vez que se detectó que ~· ternifolia posee· una en­

zima con actividad de penicilina amidasa, que uno de los 

productos de reacción es el 6-APA y que éste por sí sólo no 

produce crecimientn de los cultivos (punto 4.3 de este cap! 

tulo), la hipótesis siguió siendo la misma " la activi, 

dad auxínica de la carbenicilina y de la penicilina G se d~ 

be a que una amidasa libera la cadena lateral la cual es 

transformada en auxina ". El siguiente punto a investigar 

fué entonces en qué compuesto auxínico es transformada la 

cadena lateral de la molécula de penicilina. 

Como se hab!a mencionado anteriormente, si se separa 

la cadena lateral de la carbenicilina por acción de una ami 
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dasa, el producto liberado es el ácido fenil mal6nico el cual 

es fácilmente descarboxilado para producir ácido fenil acéti­

co. En el caso de la penicilina G, la cadena lateral separa­

da del 6-APA corresponderia al ácido fenil acético. Existen 

reportes en la literatura (46, 64) que indican que este ácido 

posee actividad auxinica, por lo que este producto se convir­

tió en el principal candidato para explicar la actividad áuxf 

nica de estas penicilinas. 

Sin embargo, en un experimento anterior obtuvimos resu! 

tados contradictorios: 

- En la determinación de penicilina amidasa .!:.!! vivo usan­

do N-fenilacetilnitroanilina, no hubo crecimiento en 

ningún tubo con células de _!!. ternifolia, a pesar de 

que se libera ácido fenil acético por acción ·de una 

amidasa, que hace que se rompa el enlace que une a é_! 

te con la p-nitroanilina que tiBó intensamente de 

amarillo el medio de cultivo, aunque posiblemente el 

compuesto coloreado pudo haber producido efecto inh! 

bitorio sobre el cultivo. 

En la determinación de la actividad de penicilina am! 

dasa por identificación de los productos de reacción 

en cromatograf1a en placa fina, no se pudo detectar ác! 

do fenil acético ya que los vapores de yodo utilizados 

para la identificación de las manchas son retenidos 

fuertemente por 6-APA, y en menor grado por la penic! 
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lina, pero no son retenidos por el ácido fenil acéti-

co ya que tampoco se identificó la mancha correspon-

diente a este ácido puesto como testigo. 

Para descartar la hipótesis de que la auxina que se pr2 

duce es el ácido fenil acético se investigó si este ácido 

por sí sólo tiene alguna actividad en el crecimiento de ~-

~ ternifolia. Se diseftó un experimento en el que se 

probaron primero concentraciones de ácido fenil acético del 

-6 
orden de 10 M, equivalentes a la concentración de 2,4-D 

que se usa para el mantenimiento de los cultivos (4.5 X l0-6M}. 

Las concentraciones de ácido fenil acético probadas en callos 

fueron 2 X l0-6M, 4 X l0- 6M y 8 X io- 6M~ en forma de sal de 

sodio, en medio basal MyS sin hormonas. Estas concentraciones 

se probaron también en medio MyS con hormonas (2,4-D y kin~-

tina}; como control se prepararon también 5 frascos sin hor-

monas + ácido fenilacético. Eil cada uno de los frascos se 

sembró lg de peso fresco de callo de Q.ternifolia en fase est~ 

cionaria y se evaluó el crecimiento por incremento en el pe-

so fresco a los 30 días de cultivo. 

La Tabla 12 del apéndice y la Fig. 4.25 muestran los r! 

sultados en los que podemos apreciar que: 

- No hubo crecimiento en los callos de ~· ternifolia con nin 

guna de las concentracio~es probadas de ácido fenil acéti-

co como única fuente de auxina. 

- El ácido fenil acético redujo levemente el crecimiento de 

los cultivos tanto en medio suplementado con hormonas como 
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carente da ellas. 

Est~s concentraciones da ácido fenil a:ético pudieron 

haber sido muy baja;; para "tlostrar una :i.:tividaj a~ínica, 

por lo que se procedió a probar concentraciones mayores. 

Si la penicilina fuera degradaja :i.l 100% por la acción 

de la ?enicilina a:nida;a, la cantidad de ácido :enil acéti 

co q·J'! podría liberarse al medio sería de l. 5 X io-3M con 1. 

mg/ml de penicilina, O.B X 10-3!'1 con 1 moj/ml de penicilina 

y 4 X 10-4M con ~.5 mg/ml de penicilina. 

Se probaron por lo tanto, concentraciones de 1 X 10- 3 ~. 

1 X l0-4 y l X l0- 5!'1 je áciclo fenil acético solo y, pues -

to que al 6-AP~ es uno de los productos de la reacción al 

agregar penicilina, se aftadi6 éste en concentraciones equl 

molares. 

Todos los frascos fueron inoculados con l g de ~so 

fresco de callo en fase estacionaria y se incubaron a 2BºC 

y 1000 lux de intensidad luminosa; la Tabla 13 del apéndice 

y ta Fig. 4.26 muestran los resultados del incremento en 

peso fresco a los 30 días de cultivo: 

- NO hubo un crecimiento significativo en ningún caso exce~ 

to en los frascos que tenían medio M.YS suplementado con 

hormonas (2,4-D y kinetinal. Sin embargo sí hubo una pe-

' quefta estimulaci6n del crecimiento a concentraciones de 

3 -4 ~ l X 10- M y l X 10 M: loa resultados, sin embargo, no 
'.1 ,i 

nos permiten concluir que el ácido fenil acético solo 

ejerza alguna actividad auxínica a las concentraciones 
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probadas. 

- ~ampoco hubo un crecimiento significativo con ácido fenil 

acético + 6-APA ~n cantidad equimolar con respecto al co~ 

trol. 

Estos resultados no concuerdan con la h.i¡ótesis de que 

la actividad auxínica de la penicilina G se deba a la libe­

ración de ácido fenil acético y abre nuevas interrogantes 

que serán discutidas en el siguiente punto de este capítulo. 

4.12 Discusión final 

En los experimentos anteriores, se obtuvo que las célu­

las de .!!• ternitolia poseen una p~nicilina amidasa que les 

permite utilizar a ciertas penicilinas como fuente hormonal 

para su crecimiento. Sin embargo no está claro cuál es la 

auxina o los compuestos que se producen a partir de la peni 

.cilina responsables del crecimiento de los cultivos. EXisten 

varias interrogantes con respecto a estos resultados, que 

son las siguientes: 

~) ¿La cadena latetal de la penicilina es transformada en 

otro catabolito con actividad auxínica que no necesari~ 

mente sea el ácido fenil acético? 

Obviamente esto es muy posible, pero nntas de des­

car1tar al ácido f:mil ácetico como la auxina probable 

resultante de la liberación de la cadena lateral de la 

penicilina G y de la carbenicilina es necesario probar 

si concentraciones más altas (l0-2M) de éste,s{ muestran 
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actividad auxínica. También debe investigarse si el ácido 

fenil acético necesita la presencia de una citocinina pa­

ra mostrar actividad auxínica. 

Existen reportes de varios autores (46) de que en mu­

chos tejidos vegetales i,. citocinina es inactiva para pr2 

mover la división celular en ausencia de auxina, y de que 

ésta a su vez, en ausencia de una citocinina, sólo produ­

ce alargamiento celular pronunciado pero no se dividen 

las células, es decir, los cultivos requieren de ambas ~ 

ra su crecimiento. Por tanto, el siguiente paso sería i!!. 

vestigar qué ocurre a las células de B· ternifolia si se 

las cultiva con ácido fenil acético más kinetina, y tam­

bién probar la actividad de otras penicilinas tales como 

la penicilina V, ya que ésta sería hidrolizada en 6-APA y 

ácido fenoxiacético, que como se sabe, tiene actividad 

auxínica. 

~) ¿Indica la penicilina la síntesis de otros reguladores? 

Es probable que toda la molécula de penicilina sea impo!: 

tante y que no sólo sirva como precursora de auxina sino 

también da alguna citocinina, puesto que la penicilina 

sola produce el mismo efecto que la auxina y kinetina 

juntas. Además, con los resultados de varios experimen­

tos se observa que se retarda la fase lag del crecimien­

to al agregar penicilina y esto podría ocurrir porque se 

estuvieran formando hormonas a partir del antibiótico 

precursor o porque la penicilina activara a procesos de 

biosíntesis de hormonas. Nickell y Finlay (49) en 1954 
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estudiando la estimulaci6n del crecimiento con oxitetrac! 

clina en ~ .!!!!.!l2!: encontraron que cuando aumentaban 

los períodos de crecimiento, aumenta~ considerablemente 

la estimulación resultante, y que esto au3iere que l• es­

timulación del crecimiento obtenida puede ser debida a 

los productos de degradación de la oxitetraciclina más 

bien que a la molécula de antibiótico por sí misma. Obse~ 

varon además que el metabolismo hormonal de la planta tr~ 

tada estaba afectado. 

g) ¿ Incrementa de alguna manera la actividad awcínica la 

unión al 6-APA (el enlace amida)? 

tos resultados obtenidos en este trabajo sugieren que es­

to ocurre en las células de Q.ternifolia, ya que el ácido 

fenil acético sólo no es significativamente activo a las 

concentraciones probadas pero s{ lo os unido al 6-APA 

(penicilina G). Nickell y celmer en 1965 (54) reportaron 

que el AlA y el ácido fenoxiacético que por al solos son 

auxinas activas, lo son mucho más en forma de sus deriva­

dos penicilínicos al estudiar el efecto de algunos anti­

bióticos in vitro de~ minor. Reportan también que el 

ácido feni'l acético sólo no produce crecimiento pero en 

unión con el 6-APA (penicilina G) sí es activo~ y que el 

6-APA por sí sólo también estimula el crecimiento. 

¿Quiere decir esto que las penicilinas son más perme~ 

bles, es decir, entran más fácilmente las auxinas a las 

células en forma de penicilina que solas? n•uestros re-

sultados concuerdan con esto, pero no con el reporte de 



que el 6-APA estimula el crecimiento, por lo que es naces! 

~io probar si hay crecimiento en -ª..ternifolia al suplemen­

. tar el medio con 6-APA en presencia de kinetina. 
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La solubilidad en l!pidos de moléculas no ionizadas es 

uno de los factores importantes que determinan el paso de 

drogas a través de membranas biológicas. 

La penetración de moléculas a través de éstas puede d~ 

pender de los cambios en el carácter lipof !lico del compue! 

to (3). ¿Son entonces más lipof!licas las auxin3s en forma de 

derivado penicil!nico? aunque también podr!a ocurrir que h)! 

biera receptores a nivel de membrana o de pared celular que 

reconocieran a compuestos tipo penicilina. 

con respecto a la actividad de·penicilina amidasa encon 

trada en los cultivos de .!!· ternifolia existen varios 

problemas muy interesantes de resolve; como el de que cuál 

es el papel fisiológico que juega esta enzima en los orga­

nismos que no producen antibiótico. Aunque podr!a pensarse 

que juega un papel de protección contra penicilinas produc_! 

das naturalmente en el suelo por hongcs.a cuya influencia, 

podrian estar expuestas las ra!ces, se ha reportado que en 

general les confiere una ventaja nutricional en presencia de 

alqunos sustratos fenilacetilados (25,74). Acevedo y cooney 

(1) encontraron que la penicilina amidasa de Bacillus megate­

~ se produce como un metabolito asociado con el crecimie!!. 

to. NYiri (SS) comparó la desacilaci6n de la penicilina G y 

de la fenilacetilglicina en .!• ~ y encontró que la activ,! 

dad de la penicilina amidasa era inherente a la fase de cr~ 

cimiento exponencial. LOS resultados presentados en este 

trabajo concuerdan con estas observanciones reportadas. 
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Gotovtsav& ycol!boradore• (21, 74) detectaron actividad de 

penicilina amida1t1 en ~~ taecalia alcaliqenes y encontr!, 

ron que el triptofano y otros derivados indólicos así como el · 

ácido antranílico estimulaban la biosíntesia de penicilina amid~ 

sa. TambUn cole (16), Kaufmann y aauer (32) y Lucente (38), r~ 

portan en bacterias que la enzima es una.fenilacetilasa o una 

amidasa que puede interferir en el metabolismo de acilamidas y 

derivados, así como en el matabolismo del triptofano. 

En células vegetales hasta la fecha no existen reportes de 

esto, sin embargo, si la enzima tiene relación con el metaboli~ 

mo del triptofano y otros derivados indólicos en bacterias, es 

posible que ocurra lo mismo en las células de .!!• ternifolia y 

que como estos compuestos son precursoree del AIA, la penicilina 

amidasa sintetice auxina. 

con respecto al sitio de acción de la penicilina amidasa, 

existen varios reportes en bacterias: de acuerdo a Lepidi y co­

laboradores (36.1, la hidrólisis de la penicilina G a 6-APAJ está 

acoplada con la transferencia del grupo fenil acetil a recepto­

res celulares principalmente a conatituyentes de la pared celu­

lar. También Pruess y Johnson (60) encontraron en estudios de 

fraccionación con la penicilina amidasa de .E;• coliJ que la mayor 

actividad está en la fracción correspondiente a la pared celu­

lar. LOs resultados obtenidos en esta tesis con células vegeta­

les concuerdan con esto, ya que en la prepurificaci6n de ·1a pe­

nicilina amidasa por saturación con sulfato de amonio se obtuvo 

mayor actividad en la fracción correspondiente a la pared celular. 
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V. CONCLUSIONES 

El objetivo inicial de esta tesis fue el de investigar los 

siguientes puntos: 

a) Determinar si la carbenicilina tiene actividad auxínica 

en los cultivos de -ª· ternifolia. 

b) ¿Qué otras penicilinas prcducen este efecto? 

e) ¿ A qué se debe este efecto? 

ta respuesta a estas preguntas está dada por las siguientes 

conclusiones: 

1) !• ternifolia no crece en un medio carente de hormonas. 

2) La presencia de carbenicilina o de penicilina G son determi 

nant:es para el crecimiento en un medio carente de hcrmonas. 

3) tas penicilinas que fu~ron activas para producir crecimien­

to fueron únicamente aquellas en las que la cadena lateral 

correspondía a una auxina (carbenicilina y penicilina G) 

por lo que los cambios en la cadena lateral de la penicilina 

modifican la actividad producida, 

4) En los cultivos de ªº ternifolia suplementados con penicili­

na, no ocurre una degradación espontánea significativa. La 

degradación es principaL11ente de tipo enzimático debido a 

una penicilina amidasa. 

5) El 6-APJI. es uno de los productos de la reacci6n catalizada 

por la penicilina amidasa de -ª· tefnifolia. 

6) tos resultados obtenidos sugieren que el sitio de acción de 

la penicilina amidasa es principalmente a nivel de la pared 

celular. 
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TABLA l. Medio utilizado para el cultivo de tejidos de 

Bouvardia ternifolia (Murashige ~ Skoog 1962) 

CONCENTRACION 
COMPUESTO ------------<'-"m""g.,_/-=-1,_) _____ _ 

Nitrato de amonio 

Nitrato de potasio 

Cloruro de calcio 

Fosfato de potasio 

Sulfato de magnesio 

Acido bórico 

cloruro de cobalto 

sulfato de cobre 

Sulfato de manganeso 

Yoduro de potasio 

Molibdato de sodio 

sulfato de zinc 

EOTA (2Na) 

sulfato ferroso 

Glicina 

Meao-inositol 

Acido nicotínieo 

Piridoxina Bel 

Tiamina BCl 

Sacarosa 

Agar 

pll 5.7 

cacl2 .H2o 

KH2P04 

Mgso4 • 7H20 

B3B03 

COC12 .6H20 

cuso4• 5H20 

MnS04 .4H20 

Kl 

Na2Mo04 .2H20 

ZnS04.4H20 

+ Este medio se referir' como medio basal M&S 

1650 

1900 

440 

170 

370 

6.2 

0.025 

0.025 

22.3 

o.a3 

0.25 

8.6 

37.3 

28.8 

2.0 

100 

0.5 

o.s 

0.1 

30000.0 

1.0% 



TABLA· 2. Soluciones concentrada• del medio MyS 

SOLUCION 

Solución A 

cac12 .2H2o 

Solución B 

solución e 

KI 

solución o 

I<H2P04 

a
3

ao
3 

Na2Mo04.2H20 

Solución E 

M;JS04 • 7H2o 

l1.nS04 .4H20 

cuS04.SH20 

ZnS04.7H20 

solución F 

Fe!'04 • 7H2 0· 

Na2EDTA 

Solución G 

Glicina 
Piridoxina HCl 
Acido nicotínico 
Tiamina Hcl 
Meso-inositol 

mg/l 

44000 

16500 

19000 

17000 

620 

25 

37000 

1700 

2.5 

0.86 

5570 

7450 

so 
12.S 
12.S 

2.5 
2500 
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TABIA 3. cantidades necesarias de las soluciones conce~ 

tradas para preparar l litro de medio MyS. 

SOLUCION ml/l DE MEDIO 

A 10.0 

B 100.0 

e 10.0 

o lO.O 

E 10.0 

F s.o 

G 40.0 

PREPARACION DEL PDAB (REACTIVO DE EHRLICH) : 
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Pesar l g de p-dimetilaminobenzaldehido (Baker) y disolver en 

50 ml de etanol al 60%. Adicionar 0.5 ml de H2so4 concentrado y 

aforar a 100 ml con el alcohol etílico al 60% (p/v). 



TABrA 4 

Preparación del medio YEB: 

EXtracto de levadura 

EXtracto de carne 

Peptona 

sacarosa 

Preparación del medio Luria: 

saeto triptona 

l.O g/l 

s.o 

s.o 

s.o 

2 ml/l de una sol!!­
ción l M. 

10 g/l 

EXtracto de levadura 5 

Nacl 10 

Llevar a pR = 7.0 

Para m~dio Luria o YEB sólido: 

agregar bacto-agar 15 9/l 
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TABLA 5 

ZFECTO DE LA CONCENTRACION DE CARBENICILINA EN EL CREC.! 
MIENTO DE BOUV...!IBQR TERNIFOLIA 

--
o mg/ml • 5 m:¡/ml 1 m9;inl 2 m9/ml 

- --
P.F. l P.F.2 P.F .1 P.F.2 P.F.l P.F.2 P.F.l P.F.2 

-
l.19g l. 22g l.02g 14.39g l. lg 18.70g l.15g 18. 69::¡ 

d=o.12!&=1.1 6°=0.25 c:!=l.13 ¡ "'=0.18 6' =-3 .17 6 =O. 22 o'.,0.68 
1 l 

AP=0.03g A P=l3. 37g ÓP=l 7.68g /).. P= 17. 54g 

-¡---
l.16g 17 .OOg l.2g 17. 02g i.ng 19.Sg 0.99g 14.26g 

¡ 
d'::O. 21 a'=J.15 d:0,16 <1°=4.46 d=0.17 I Ó=O. 57 d,,,0,23 d'=3.54 

l l 

.1P:l5.84g llP2 lS. 82g 6.P=l0.05g 6P=l3,27g 

MS-H: Medio basal sin hormonas 

MS+H: Medio basal con hormonas (lmg/l de 2,4-D y 
o.OS mg/l de kinetina) 

P.F.l= peso fresco inicial (promedio de al menos 5 
repeticiones) 

P.F.2= peso fresco a los 30 d~as de cultivo (prom~ 
dio de por lo menos 5 repeticiones). 

A P ,. incremento en peso fresco 

d .. desviación standard 



TABLi\ 6 

EFECTO DE LA CONCENTRAéION DE CARBENICILINA Y DE 2,4-D EN EL 
CRECIMIENTO DE BOUVARDIA TEj'UHFOJ,IA 

------
o A"lT • 

·-
P,F.l P.F.2 

- -
0.655g 0.996g 

-
tll d .. Q, 276 d'c0.211 
1 ----
~ AP=O. 340g 

-
0,53g 1.26g 

l<: 
d =O. 27 d=0.36 

+ -
~ A P=O. 72g ----

1/4 l'INT. 1/2 ANT. 1 ANT. 2 ANT. 
,___ -

P,F,l P.F.2 P,F.l P.F.2 P,F.l P.F.2 P,F,l P.F ,2 
o-------

1.483 3. 09g 1.457g 9.722g l.4g 15.732g l.6g 14g 

-- -· 
d =O. 201 d=0.58 d=0.099 6,.o. 33c. d.o. Sg ct .. o. 567 d .. 0.49 e( =O. 68 

fo--· ·-
A P=l. 607g AP=B.265g l\p:ol4.332g AP .. 12.409 

l,50g 

d•0,23 

6.P=L Og 

f.IR-H1 • 
MS+K1 
P.F. li 
P.F.21 

d 1 

!!. p 1 

·- ---r-
2. 50g 1.629 3.llg 1.369 15969 l.699 14,589 

d'=0,38 d .. 0.33 daO, 26 ÓmQ,18 d'=rl.3~ d .. o.s1 d .. 2.20 

-
A P=l.488g AP:l4.6g ªP=l2,899 

Medio basal sin hormona• 
Medio basal con kinetina (o. 05 mg/l) 
Peso fresco inicial (promedio de al menos 5 repeticiones) 
Peso fresco a loe 30 días de cultivo(promedio de 5 repeticionea) 
Desviación standard 
In r- ~1en lo en peso fresco 



MEDIO o mg/l 
.. 

Pi 

o. 53g 

:.; d =O. 27 

+ 
Ul 

ÁP=O. 729 J: 

TABLA 7 

EFECTO DE VARIAS CONCENTRACIONES DE 2,4-D EN EL 
CREC·IMIENTO DE !!· ,!~RNIFOLIA 

O. 25 mg/l o.s mg/l 1 mg/l 

- --pf l?i ·----pf Pi Jf Pi 

l.26g 0.64g 16.669 0.529 14.979 0.559 

d =0.36 fÍ=0.09 c1 "'º· 78 <>'=0.15 d =0.47 d==o.13 

2 mg/l 

Pf Pi Pf 

16. 2 59 0.529 12.69 

d =l. 11 Ó=C.09 cf =2. 54 

AP=l6. 02g AP=l4.4479 .d P=l5. 7g .ilP=l2. OOg 

- -

MS+I<1 Medio basal con kinetina (O. 05 mg/l) 
Pi 1 Peso inicial (promedio de al menos 5 repeticiones) 
pf 1 Peso fina 1 (promedio ele al menos 5 repeticiones) 

.6P1 Incremento en peso fresco a los JO dias de cultivo 
di Desviación standard 

................. -----------~ 
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1 
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TABLA 8 

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL ACIDO 6-AMINOPENICILl\NJ:CO 
EN EL CRECIMIENTO DE BOUVARDIA TERNIFOLIA 

o mg1ml 0.5 mg/ml 1 1 mg;ml 2 mg/ml 

P.F. l P,F .2 P.F.l P.F.2 P.F.l P.F.2 P.F.l P.F.2 

l.07g l.47g l. 70g l l.46g l.55g l.44g 2.12g l.84g 

-
d=ú.19g G=O. 16 tÍ=O. 59g d':Q.62 <"=0.41 es' =O. 52 d:o. 2 e d:Q.4 

1 -
tl.Pa0.4g Al?'=-0. 24g JlP=-0. llg t.P=-0.28g 

-----;-

0.98g l9.6lg l.49g 19.81 l.'.Jl 20.4g l.Bg 19.69g 

d=o.02 a'=o.10 cÍ=0.17 c!'aQ,25 d =O. 51 o'=O. 23 el =O. 9g 1 d'=0.361 

-i 
~=18. 63g 
1 

óP=l8.32g AP=18.49g AP=l7.89g 

1 ·---· 
MS-H: Medio basal sin hormonas 

MS+H: Medio basal con hormonas (lmg/l de 2,4-D y 
O.OS mg/l de kinetina) 

P.F.11 Peso fresco inicial (promedio de al menos 5 
repeticiones J 

P.F.2: Peso fresco a los 30 dias de cultivo (prom.! 
dio de 5 repeticiones) 

d = Desviación standard 

h.P: Incremento en peso fresco 

1 



MS-H 

MS+H 

TABLA 9 

EPBCTO DE IA CONCENTRACION DE AMPICILINA EN EL 
CRECIMIENTO DE BOUVABDIA TF.RNIFOLIA 

o mg/ml º· 5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml 

P.F.l P.F.2 P,F. l P,F,2 P.F.l P.F. 2 P,F,l P.F.2 

0.459g l. 395g l.489g l. 33g l.426g l.24g 1.547 g l.30g 

d' .. 0.115 da0, 13 d' .. 0.221 d's0,357 a- .. o. 212 <l'o:0,426 d .. 0.305 '"'=0395 

APa O. 935g AP• -0.159g A.P• -O. l86g A.P= -0.247g 

. --
o.o76g 10.40g l,627g 17.90g l.324g 16.B3g l.5lg 15.55g 

da0.210 d=o. 758 d' .. 0.101 CÍ=0.317 d'.,,0, 158 e(., 1.25 "'-=0.224 a'ml,12 

llP• 17. 529 AP· 16.27g Í':..P= 15.Slg L\p .. 14,04g 

MS-H1 Medio basal sin hormonas 
MS+H: Medio basal con hormonas (1 mg/l de 2,4-D y 

0.05 mg/l de kinetina) 
P. F. l r Pea o fresco inicial (promedio de al menos 5 

repeticiones) 
P.F.21 Peso fresco a los 30 dias de cultivo (prom~ 

dio de al menos 5 repeticiones 
¿: Desviación standard 

fl.P1 Incremento en peso fresco 

-
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1 

~ 

~ 
Cll 
:E: 

1 

TABL.\ 10 

EFECTO DE LA CONCENTFACION DE PENICTLI~A G (BENCIL­
PENICILINA) EN EL CRECIMIENTO DE BOUVARDIA TERNIFOLIA 

o ;ngjml 0.5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml 

P.F.l P.F.2 P.F .l P.F.2 P.F .1 P.F.2 P.F.l P.F.2 

! 
1.07 g 1.479 0.89:J 17. 9g l.16g ¡20.29 l.llg lB.Bg 

d':0.19g IÍ=0.16 d=0.16 d=l.10 tf:0.16 "'=0.81 d':.0.12 6':.0.74 

A.P=0.4g f.P=l7.0lg [lp;19.03g 1 b.P::.17. 779 

' 
lo.919 l20.3g l1.09g 0.989 j 19. 619 19.14g l. 27g 1B.06g 

i 

IS=0.02 IÓ=0.10 ct=o. os! d=o. 46 d=o. 29 c:l'=J. 75 "'=0.38 'O'=l.65 
1 f 1 

ÓP~lB.63g ~P=l9.39g ÓP•l0.05g Apal6. 799 

MS-H: Medio basal sin hormonas 
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1 
1 

MS+H: Medio basal con hormonas (2,4-D y kinetina) 
P.F.l: Peso fresco inicial* 
P.F.2: Peso fresco a los 30 d!as de cultivo* 

d 1 oesviaci6n standard 
A P: Incremento en peso fresco 

* Promedio de al menos 5 repeticiones 
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TABLA 11.- Efecto de varías penicilinas en el crecimianto de 

!!· ternifolia. 

MS-H 1 
1 mg/ml 

1 P.F .l P.F.2 ,__1 
~ l.414g 16. 52g 

._,.,: 

"c.,. ó=0.397 <Í=l.ll 
,,.4i 

c,"rq, AP=l5.106g 

l.568g 0.848g 
~"r 

.J d'=O. 211 d =O. 24 e"' § 
6.P=-0. 72g f 

~"r l.432g 0.87g .,, .... 
c,"Y 

d=0.198 o':0.13 
#'?' 

~e, l:lp=-0. 56g <> ,__ ___ ,___ 
,0 l.294g 17.242 

~~ 
.J 

d=0.04 6':1.46 e"' 
~ .... 

~4} Ap=l5.95g 

l.J2g 0.702g 

~"r 
d'=0.14 d'=0.13 v"' 

c."' 
~"<' l:..P=-0. 6lg 

l.27g 0.6983 
~'?' 

V' ¿ =0.428 d=0.35 e"' 
o+"l' AP=-0. 57 

-~ l.478g 0.76g § 
~..., 

f'.c d =0.259 d=0.14 # 
.p"" ÁP"'•O. 7 Og 

l. 2Jg 0.82g 
~'?' 

........ ¿ =0.09 e{ =0.10 
c"' 

~"' 
___ __¡_ 

"?:~ 6P=-O. 41 

1 

~Ri 1 ij~!¡: o mg/ml ! 
l.18ig D.6Bg 1 

1 

..... ~ ~'?-
! 

0 ..,, ... <>'=0.185 ~=0.14 
¡ 

e,"> 
1 

~ ... 
AP"'-0. 50 ~'V j 

MS-H: Medio baeal sin hormonas 
p. F. l: Peso fresco inicial * 
P.F.2: Peso fresco a los 30 dias 

de cultivo* 
d: Desviaci6n standard 

A P: Increunento en peso fresco 

* Promedio de al menos 5 repeti 
ci6n. 



TAl~LI\ 12 

EFECTO DEL l\CIDO FENIL-1\CETICO EN EL CRECIMIENTO DE 

BOUVARDII\ TERNIFOLII\ 

1 
...... ·-.. . . ··- . ·--

1 
--

o . 2 X io-6 M 4 X 10- 6 
M 8 X 10- 6 

M <----t-· ,____ ____ 
_P~.;.l 1 -~~~- ~--~·.2 __ P.F.l P.F.2 P.F.l P,F. 2 

r-- r-------· ·-

1 

0.31Bg l.97g O./O;:>q 0.652~ o. 2~•5g 0.962q 0.29g l.056g 

~=~~ 121 1 d-o. ~;-· -------¡.- ------ --
:X: d=0.048 <i=0.10 Ó=0.128 d cQ.23 Ó=0.09 d'=0.20 
1 

1 
~ -- --- 1 

A?=0.654g t\P=0.45g ~P=O. 667n ~P=O, 766g 

-
0.292g 17.83g 0.243g 14.03g IJ.~36g 117.55g 0.25g 15.955g 

-
'.f ~ .. 0.11 d=O. 70 <l'=0.09 <J'.,O. 44 d=0.16 d =O, 63 d=0,06 d .. Q.39 

1 ~ ---

1 1
AP=l7. 53Bg AP=lJ. 797g AP=l7.214g ll.P=l5.60g 

1 

MS-H1 
Mf'+Ht 
P. F. lt 
P.F.21 

d1 
Av: 

Medio basal sin hormonas 
Medio basal con hormonas (1 mg/l de 2,4-D 
Peso fresco inicial (promedio de al menos 
Peso fresco a los 30 dias de cultivo ( " 
oeeviaci6n standard 
Incremento en peso fresco 

y O.OS mg/l de kinetina) 
5 repeticiones) 

) 
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Tll 'lLll 13 

EFECTO DEL ACIDO FENIL ACETICO SOLO Y CON 6-APA EN EL 
CRECIMIENTO. DE CALLOS DE BQ!!VARDIA !ERNIFOLIA 

CONTROL.ES AC. FENIL ACETICO 
·-· ~--

f) M 1 ~>{ io-3 M 1 X io-4 M 1 X 10-S M 

e-----· 
P.P .1 P.F. 2 P.F.l P.F.2 P.F .1 P.P.2 P.F.l P.F.2 
·--~~-·-

l.1B4g 0.68g 0.396g o. 76g 0.37g l. 33g 0.37g o. 74<J 

-- ------ - --·- ----

~ ·,'=0.185 -~=0.143 .:1'=0.00'l ~'=O.l ,{=0.002 ,,·=o. 3:? c';,,o. 003 ""=0.001 

~- 1 -- r------·-
L\P=-0. 504g !il AP=ü.379 AP=0.969 AP=0.37g 

z 
H 

AC. FENIL (/) ACETICO + 6 - APA 
o M 

~ 1 X 10-3 
M 1 X 10-4 -5 

M l X 10 M 

2: 
P.F.l P.F.2 P.F.l P,F.2 P.F .1 p .1''. 2 P.F.l P.F .2 

,_;¡ ----
~ 

0.49g l9.38g Vl l.1B5g o. 715g l.435g l. 205g 1.19 5g O.B3g ¡:¡ 
--- --- - ---·--· 

c< .. i. 06 ¿.=0.115 1 ci=0.125 <=o. 055 <-=0.065 (h0.105 e( mQ.06 <'=0.39 o 
H 
¡:¡ 

~ 
.... 

AP"'lB. 09g AP=-0.47g ¡ AP=-0.21 Ó.P<=-0.365 

-
P.F.l Peso fresco inicial, P.F.2 Peso fresco a los 30 diaa de cultivo~ 
d = Desviación standard y OP"' Incremento en peso fresco * Promedio de al menos 5 repeticiones 

--
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