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I.- ANTECEDENTES Y OBJETIVO

El tumor de agalla o "crown gall" es una enfermedad neopld
sica de las plantas dicotileddéneas y de algunas monocotileddneas,
causada por la bacteria Agrobacterium tumefaziens. Las células
de las plantas infectadas son transformadas genéticamente median
te la integracidén de un fragmento de DNA bacteriano a su gyenoma.
Esta transformacidén las convierte en células tumorales que presen
tan nuevas caracterf{gticas tales como la sintesis de aminodcidos
raros denominados opinas y prototrofia con auxinas y citocini

nas.

Al cultivar los tumores ip vitrg es necesario eliminar la
bacteria del medioc de cultivo para lo cual la penicilina semisin
tética carbenicilina ha sido ampiiamente usada. Este antibidti
co, sin embﬁrgo, produjo resultados confusos en los medios caren
tes de auxinas y citocininas empleados para cultivar células de

pouvardia ternifolia transformadas con A. tumefaciens ya que los

cultivos celulares usados como control, que nunca habfan estado
en contacto con la bacteria, presentaron también un crecimiento

acelerado en presencia del antibiético.

Los reguladores de crecimiento tales como las auxinas
y las citocininas son indispensables para inducir la divisién en
células vegetales en cultive. Esto hizo suponer que la carbeni
cilina tenia un efecto de tipo auxinico sobre las células de
aouvaxdia ternifolia por lo que se decidid investigar los siguien

tas puntos:

a) Determinar si la carbenicilina tiene actividad auxinica

en log cultivos de Bouvardia ternifolia.




b) ¢Qué otras penicilinas producen este afecto?

c) ¢A qué se debe este efecto?

En el presente trabajo, se describen los axparimentos disefa
dos para tratar de responder a estas preguntas, asi como los re--

sultados obtenidos, con la discusidén de los mismos.
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II.- INTRODUCCION

Cultivo de tejidos y requerimientos hormonales,

En la actualidad, la técnica del cultivo de tejidos pro
porciona una valiosa herramienta en la investigacién en fi
siolog{a, bioquimica, genética, fitomejoramiento, fisiopato
logia, organogénesis y morfogénesis vegetales. Esto ha sido
el resultado del desarrollo, cada vez mds intenso, de técni
cas altamente especializadas para el cultivo de células ais

ladas, cédlulas en suspensién y protoplastos.

Fué Haberlandt, en 1902, el primer bot&nico que se dié
cuenta del significado y la importancia de la totipotenciali
dad de las células vegetales aisladas. Sin embargo, sus in
tentos por «ultivar células vegetales tropezaron con grandes
dificultades tales como la contaminacién, la seleccidn de ne
dios de cultivo apropiados y de.un %aterial vegetal adecuado,
y en general carecieron de las condiciones para lograr un cre
cimiento con éxito de 105 tejidos. Sin embargo, a partir de
1938 , cuando se cultivaron por primera vez los tejidos tumo
rales de un hibrido de tabaco y callos de zanahoria. siguie
ron una serie de éxitos en el desarrollo de medios y de meto
dologfas para el cultivo de callos y 6rganos de muchas espe

cies vegetales.

Los cultives de callo se pueden definir como de tejidos

gue proliferan continuamente de una manera desorganizada so



bre un medio gemisélidoque orimina una masa amorfa de célu-
las. Dpentro de esta definicidn entran varios tipos morfold
gicos que varian de acuerdo a la apariencia exterior, textu
ra y composicién celular. Esta diversidad celular varia a
su vez de acuerdo con factores tales como origen, edad de log

cultivos y composicién del medio.

Los cultivos en suspensién consisten de mezclas de
agregados celulares, Paquetes celulares y células aisladas
'que se desarrollan en un medio liquido con agitacidén. pa ve
locidad de c¢recimiento de tales cultivos es generalmente mds
alta que la de aquellos que crecen sobre agar, y la técnica
permite asi mismo un mejor control de las condiciones de
crecimiento, ya que la mayorfa de las células se encuentran
en un medio mds homogéneo, y por esta razbn, el material ce

lular puede ser fisiolégicamente mis uniforme. (Fig.2.1l).

gg ) b &R medio con agar

1
6 LS 11
g semilla callo
e
onita (3@ 0]
»Dd células medio liquido

aisladas <©on agitacién

Fig.2.l Diagrama sobre el procedimiento para
iniciar cultivos en suspensién y callos
(Torrey, 1967)
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Al cultivar células, Organos, o tejldos vegetales in vi-
tro, debe proveérseles con una serie de alementos esenciales
para su crecimiento. No existe un medio Gnico para cultivar
todos los diferentes tipos de células, tejidos u Srganos, ya
gue los requerimientos metabélicos son diferentes en cada te-
jido. Asimismo las condiciones para el crecimiento cambian
frecuentemente durante el mantenimiento de un cultivo. Los
cambios son mds frecuentes en células gue han sido cultivadas
por largos periodos de tiempo, se requieren alteraciones en
las concentraciones de factores de crecimiento en el medio.
El medio de cultivo mds adecuado para cada tipo celular debe,

por lo tanto, determinarse empiricamente.

Un medio de cultivo debe, sin embargo, contener un mini-
mo de nutrientes y factores de crecimiento esenciales. Los ma
croelementos inorgdnicos mds importantes son N, P. é, K. Cca,
Na, Mg y Cl. Los microelementos son I, B, Mo, Co, Mn, Cu, 2n
y Fe. El carbono se adiciona:en forma de azdcar como sacarosa,
pues las células verdes se convieften|en heterdtrofas cuando
se cultivan in vitro. Entre las sustancias orgdnicas que de-
be llevar un medio estdn las vitaminas tales como el inositol,
el 4cido nicotinico, la tiamina, la piridoxina, algunos aming
dcidos como la cisteina y la glicina; puede también adicionar
se hidrolizado de caseina y extracto de levadura para enrique
cer los medios aunque en estos casos no se conocerd la compo-

sicibn exacta del medio.
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Los raguladores de crecimiento son necesarios para indu
cir la divisién celular, por lo que su adicién al medio de
cultivo es asencial para mantener el crecimiento. La mayoria
de los cultivos requieren de una auxina, una citocinin; o am
bas, y algunas veces se necesitaila adicién de una giberelina.
las auxinas mds frecuentemente usadas son los dcidos 2,4-di-
clorofenoxiacético (2,4-D) y naftalenacético (NAA) los cua-
les se emplean a concentraciones molares de 1077 a 1075 M.

El &cido indolacético (AIA) también induce divisidén 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

NAA, son degradados muy lentamente por las células vegetales

y ademds, son estables a la esterilizacidn por autoclave.

Las citocininas mas usadas son la kinetina (6 furfuril
aminopurina), 6-PAP (6-bencilamino-purina) y la Zeatina (6-(4-
hidromi-3metil—trans—z-buteﬁilamino) purina). El balance de
las hormonas requerido patl inducir y mantener el crecimiento,
depende del balance de los reguladores endSgenos presentes

en el 6rgano o tejido al momento de tomarlo de la planta.

Una vez que se ha inducido un cultivo de células vegeta
les a partir de explantes es decir, de pequerios segmantos de
planta o de semillas, los callos obtenidos pueden ser resem
brados en medio con agar o pueden ser tranfaridos a un medio
liquido con agitacidn.la suspensién de células puede propa-

garse transfiriendo una alfcuota del cultivo a medio fresco.



Bl crecimiento de células en cultivo se puede determinar
por varios métodos como son: nudmero de células por cultivo;
paso fresco total, peao seco total, volumen del paquete celn
lar empacado (PCV), cantidad de protefna, cantidad de ApN 6
indice mitético. La curva que tipicamente describe el camhio
de tamafio de un organismo, érgano, tejido o poblacién celular
que crece es de forma sigmoidal, y muestra, en el caso de los
cultivos celulares, 4 faseam caracterfsticas (Fig.2.2) Después
de la primera inoculacién se presenta una fase "lag" en donde
las células se preparan a dividirse:; posteriormente las célu-
las entran en una fase exponencial de crecimiento en donde su
velocidad de divisién es méxima, la cual es seguida de una fa
8a de crecimiento lineal. Finalments, la divisién celular
disminuye durante una fase de desaceleracién progresiva segui
da de una fase estacionaria en donde el nilmero de células aa
mantiene mis o menos constante por un pariodo de tiempo hagta

que cbmianzn a disminuir por lisis celular.

% mvd‘T‘ -
N2 DE CELULAS / ML DE MEDID —

|

bAg ’
bemmenas =7 EXFONENCIAL

"y
TIENPD  DE  INCUSACKN 4

Piq.z.z. Cinética de crecimiento de un cultivo de células
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2.2 Reguladores de crecimiento.

Un regulador del crecimiento vegetal puede definirse como
una substancia orgdnica activa en pequeftas cantidades (< 1mM,
frecuentemente <1 uM) el cual es sintetizado en alguna parte
de la planta, y translocado a otros sitios en los Que provoca
respuestas biogquimicas que incluyen cambios fisioldgicos y/o
morfoldgicos especificos. "Un regulador de crecimiento es un
compuesto orgdnico que en bajas concentracicnes (< 1 mM), pro
mueve, inhibe o cualitativamente modifica el crecimiento y el
desarrollo” (45). Existe también un sinnidmero de substancias
organicas sintéticas que presentan estos efectos y que son em

pleadas como herbicidas, retardantes del crecimiento, etc.

Los inhibidores del crecimiento son compuestos gue retar-
dan el crecimiento sin producir estimulacién a ninguna concen

tracién.

Existen cinco grupos de requladores: auxinas, giberelinas,

citocininas, 4dcido abcisico y etileno,

2.2.1 Auxinas
2.2.1.1 caracteristicas
El término auxina fue usado por ver primera por Frits Went,
quien en 1926 descubrié que un compuesto no identificado causa
ba el encurvamiento de los coleoptilos de avena hacia la luz.
Ia auxina de went se conoce ahora como dcido indoldético (AIA) y
representa, para muchos expertos, la dnica verdadera auxina na

tural. Sin embargo, se han hecho demostraciocnes ocasjionales de

que las plantas contienen otros compuestos que producen respues
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tas aimilares a las del AJA y Que tal ver debieran ser consi

deradas como auxinas.

El &cido fenilacdtico, estd ampliamente distribuido entre
las plantas, frecuentemente es més abundante que el AIA, aun
que su actividad de auxina es mucho menor; sin embargo, se co
noca muy poco de las caracteristicas de su transporte y da su

funcién natural como auxina.

Existen muchos compuestos sintéticos que pueden ser llama
dos auxinas puesto que exhiben una accién fisiolégica similar
a la del AIA. Todos estos compuestos, Aunque son quimicamente
muy diversos, poseen las siguientes caracter{sticas estructura
les: un anillo aromitico y un grupo chrhoxilo, que son esencia
les para tener actividad de auxina Por conveniencia, estos
compuestos se han dividido en cinco grupos principaies: éci&os
indSlicos, dcidos naftalénicos, &cidos clorofaxénicos, &cidos-

benzdicoa y derivados del &cido picolfnico. (Fig.2.3).

TABLA I.- Efectos de auxinas (Salisbury & RoOss, 1978; Moora,
1979)

- Alargamiento’celulur en tallo a concentraciones cercanas a
10™3 M. con altas concentraciones se deprime este alargamien
to y segiin la concentracién., puede actuar como herbicida.

~ Bstimulacién del alargamiento celular en las raices a concen

traciones de 107 a 10713

M. pero a concentraciones mayores,
produce inhibicién del crecimiento de éstas.
- Inhibicién del desarrollo de yemas laterales.

-~ Estimulacidén de la produccién de etileno



Aumento de la actividad dal cambium vascular en talles.
Conversidn de procambium en cambium en las rafices.
Estimulacidn del desarrollo de raices adventicias en tallos.
Fototropismo positivo da tallos y coleoptilos como resultado
de la migracién de la auxina a la regidn sombreada de é&stos
por efecto de la luz.

Produccidén de una aceleracién de la respiracién que reparcute

en un intenso matabolismo.

15
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ACTID0S INDOLICOS !

HECOOH M2CNSCOOH CM2CHaCHITOOH
=
\
NH

NN

Ac. indolecttico Ac. Indolpropidnice Ac. indolbutiricn

ACIDOS NAFYALENICOS .

I COOK
) CHp=—COOH
. 4o

Ac. Nattalenacético Ac -B- Naftoxigcitico

AUDOS CLOROFENOXICOS !

O—CHa—-COON + p—CHz-COUH ' O CHa—CO0H
i o Hy
c : .
ci o T

Ae. 2,4~ Diclorofenoxi- 2,4,5-T Ac. 2 metii- 4
. acdtico clorofenoxigcatico
(2v4 - D) .
ACDOS BENZOICQOS : caou
\/cnz—-coou COOM cl f 0~—CHy
Q ¢ | ct
Ac. fenilocktico * Ac. 2,46 - Triciorabwswoico Ac.2 - Metoxi~3,6 -
diclorobenzoi co

ACIDOS  PICOLINICOS .

A $- Amino-3,5,6-
tricloropicolinico

Hn,

Fig, 2.3 Ejemplos de auxinas naturales (+), sintéticas y de her
bicidas tipo auxina. (Moore, 1979).
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2.2.1.2 Efectos de la auxina sobre el matabolismo de los &cidos
nucleicos y las proteinas.
Estudics de induccién y represién enzimdtica en bac
terias han mostrado que la transcripciém del ADN requie-
re de 2 a 10 minutos, y de la traduccidén dal ARN mensaje

ro de 1.5 a 5 minutos adicionales.

1as auxinas, sin embargo presentan un tipo de respuesg
tas llamadas “"rdpidas” que ucurren a tal velocidad, gue-
éxcluyen la posibilidad de que el fendmeno sea mediado -
por transcripcidn, traduccidn y accitn de un producto gé
nico, Algunos ejemplos de respuestas répidas son: la cir
culacién protopldsmica, que aparece en 2 minutos o menos,
al aumento en la velocidad de respiracidn, y alargamien-
to 63 coleopti}oa © secciones del tallo, que pueden obser

vargse en menos de 1l minuto, después de aplicada la auxina.

No obstante, al alargamiento celular continuado re-~
Qquiere da la sinteasis de ARN y de proteinas. La evidencia
de eato ze deriva de los estudios con inhibidores de di
chos procesos, en los que también se inhibe el alargamien
to celular, lo gque indica que una de las acciomes de las
auxinas ss la activacién especi{fica de los genes a nivel

de transcripcién

En las invastigaciones conducidas poxr Matthysse y
Phillipa en 1969 (41) sobre los efectos de las auxinas en
1a sintesis de ARN, en miclecs y cromatina aislades se en

contraron avidencias de un factor proteico nuclear raque



2.2.1.3

is

rido como intermediario en el efecto de la auxina sobre
la s{nteais de ARN. En presencia de este mediador o re
ceptor hormonal, la auxina incrementaba la velocidad de
sintesis de ARN en ambos sistemas; este aumento en la
sinteais de ARN ocurrfa también en presencia de cantida
des saturantes de polimerasa. Matthysse y Phillips con
cluyeron que la auxina interactiia con una proteina recep
tora con la que forma un complejo, que a su vez interac
tda con la cromatina y causa un aumento en gl molde de

ADN disponible para la transcripeidn (45).

Modelos de accifin de las auxinas.

Una de las funciénes auxinicas que més se ha inves
tigado es la induccién del alargamiento celular. Las
auxinas se requieren espécfficamente para”ablandar la
paraed celular, paro no ?aré elialargamiento celular en
sf.

Peter Albersheié y colaboradores (32) formularon la
siguiente hipétesis de la expansitn celular inducida por
auxina: el movimiento de las cadenas de xiloglucano a lo
largo de las microfibrillas de celulosa, puede estar
acompafiado por un mecanismo, enzimdtico o no, que catali
za el rompimiento y reformacién de enlaces de hidrégenﬁ,
lo que permite que se deslicen unos con respecto a otros.
Ta velocidad a la cual los polimeros de xilloglucano se
mueven a lo largo de las microfibrillas de celulosa pueds

aumentarse bajando la temperatura, o disminuyendo al pH,

.pues la alta concentracién de iones hidrdgeno debilitaria
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la fuerza de los enlaces de H que unen a los polimeros.

Ademde,se concibe este deslizamiento como unidireccional,
puesto que los polimeros de xiloglucano estdn convalente
mente unidos en sus extremos reductores a componentes no
celulésicos de la pared. Por lo anterior, Albersheim su
giere que la auxina puede activar una bomba de iones hi-
drégenc en el plasmalema, que provoca en dltima instancia
al "ablandamiento”" de la pared y permite el alargamiento

celular bajo la presién de turgencia de la célula.

En 1972, Hardin, y colaboradores en la Universidad
de Purdue (25), propusieron que las membranas plasmdticas
de células de soya, contienen un factor regulatorio que es
especificamente liberado por las auxinas, el cual aumenta
‘la actividad de la ARN poiimerasa. Ademds, la interaccién
de la auxina con este recaptor, estarfa acompafiada de una
liberacién de H* del plasmalema a la pared celular, cuyos
afactos parecen éstar directamente relacionados con el

"ablandamiento” Jde la pared.

Bn 1977 Ray (62) encontréd que existen sitios de unidn
con alta afinidad por las auxinas en el reticulo endoplis
mico rugosc de la células de los coleoptilos de mafz, y es
to sugiers un modelo alternativo para explicar la accién
auxfnica, con el cual, la accién auxfnica prilmaria ocurre
en las membranas del RE. La combinacién de la auxina con
sus receptores en el RE puede inducir un transporte de pro

tones del citoplasma a las cisternas del retfculo, y los
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protones contenidos all{ dentro, pueden ser entonces trans
portados junto con protefnas de secrecidén contenidas en es
tas cisternas del RE, 2 la pared celular via el sistema da
Golgi. Este modelo de accién auxinica via receptores en el
RE sugiere una posible conexidn entre las llamadas respues

tas répidas y a largo plazo de la hormona. .

2.2.2 citocininas:

En 1920, Haberlandt descubrié que cierto compuesto
presente en los tejidos vasculares de varias plantas esti
mulaba ia divisién celular. Esta fue la primera demostra
cién de gque las plantas contienen compuestos, llamados

ahora citocininas, que estimulan la citocinesis.

A principios de 1950, Skoog (64) encontré que las cé
lulas de secciones de médula de los tallos de tabaco. se
dividian mds rdpidamente si se colocaba encima de ellas un
pedazo de tejido vascular, corroboré as{ los resultados ds
Haberlandt. Skoog trat6 de identificar el factor quimico
de los tejidos vasculares, usando un cultivo de células da
médula de tallo de tabaco como sistema de biocensayo y pro
bando todo tipo de substancias que pudieran estimular la
divisién celular. En 1953, Skoog y Miller encontraron un
compuesto parecido a una purina en los extractos de leva
dura, que resultd ser muy activo. Esto llevé a investi-
gar si el ADN tenia la capacidad de promover la citocine
sis y al descubrimiento, en 1954, de que l}z 6-furfurila
miﬁopurina aislada a partir de una muestra de ADN de es

perma de arenque tratada en un autoclave, era muy activa
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para promover la mitosis y la citocinesis de células de ta
baco cultivadas in vitro. Esta substancia recibis el nom

bre de kinetina,

A partir de entonces, se han identificado en numarosas
plantas, otras citocininas con estructura similar a la ade
nina tales como la zeatina y el rib6sido de zeatina. Nin
guno de estos compuestos son constituyentes del ADN ni aon
tampoco productos de su degradacidn sino que eiisten como
citocininas libres o como bases raras en ciertos ARNt de

plantas superiores.

Las «citocininas existen en los ARNt, como nucledtidos
(base + ribosa + fosfato). Las bases incluyen a la zeati
na, isopentenil adenina, 2-metiltiozeatina y 2 metiltioiso

pentenil adenina.

Se ha encontrado que todas las citocininas que exig
ten naturalmente, son derivados de la isopenteniladenina
por lo que solamente aguellcos compuestos de adenina susti
tuidos en el N de la posicién 6 poseen actividad de cito

cinina, mientras que la cadena lateral unida a este Ns de
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la adenina puede variar considerablemente en longitud, gra

do de imaturacién y sustituyentes.

Algunos ejemplos de citocininas son los sigquientes:
-cﬁD HN/‘I
3
%
H’L\A =]

KINETINA 6-BAR ZEAT NA

13 H\ HzOH
N ——CH? -

Fig.24 Ejemplos de citocininas.

Se ha reportado de que algunos compuestos no purinicos tie
nean actividad de citocinina y varios autores han sugerido
qus estos debieran ser considerados verdaderas citocininas,
.pero de todos 'ellos, sélo la N, N'-difenilurea existe natu
ralmente mientras 'que los demds son sintéticos. La difeni]
’urea se encuentra en el agua de coco,pero en 1968 Millar (43
mostrd que la mayor actividad de citocinina en éata se dae-
be a la presen‘cia de la zeatina, por lo que probablemente
las llamadas urea-citocininas no sean activas como tales,
sino que sirven como compuestos inductores o precursores
por ejemplo como donadores de la cadena lateral, para 1la

6 sustituida, Existe

formacidénde citocininas tipo adenina N
tamhidn duda acerca de ai el &cido 2-benztiasoliloxiacético
posee resalmente actividad de citocinina o la tiene da auxji

na.
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Ejemplos ile estos compuestos no purinicos con actividad de

citocinina son:

HC e CH

N\

HN == CH 2—-urc cH

\/ )
I/\/\ \CH
HC ///

H
8- AZAKINETINA BENZIMIDAZOL
-
-0
7
N
N, N - DIFENILUREA ‘ ACIDQ 2~ BENZTIAZOLILOXIACETICO

Las_ciﬁocininas producen efectos variables en las plantas:
promueven la formacién'de érganos, retardan la senescencia, pkg
mueven el desarrollo de brotes laterales asi como el desarrollo
de cloroplastos 1o que implica que ejercen diferentes mecanismos
de acclén en distintos tejidos. Como otras hormonas, est4n presen
tes en muy bajas concentracicnes (0.0l a 1 uM), por lo que debe

ocurrir una amplificacién del efecto inicial.

Cuando las citocininas promuwen la citocinesis, hay un
aumento en el tamafio nucleoclar, lo que sugiere un aumento en
la sintesis del ARN ribosbmico pero este efecto ocurre sola

mente despuéds de varias horas y es una respuasta
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secundaria. Estas hormonas podrian estimular la formacidn
de algunas protefnas necesarias para la citocinesis pero

no necesarias para la sintesis de ADN.

Existe evidencia de que las citocininas presentes en
los ARNt son significativas funcionalmente y que afectan
la conducta de tales moléculas de ARNt en el proceso de
sintesis proteica. En 1966 Fittler y Hall (45) deacubrie
ron que las citocininas de los ARNt presentan alta afini
dad de unién con el complejo ARNr-ribosoma, por lo que pa
rece que estas citoccininas de los ARNt pueden tener un
aefecto modulador en las aintesis de protefnas a nivel de la
tranacripeidn lo que.sugiere que el sitio primario de ac
ci6én de las citocininas serfa la sintesis proteica en los
ribosomas que produce un cambio en los pétrqnes enzimdti
cos del cual depende ei céecimiento y desarrollo. Sin em
bargo, permanece sin responder la pregunta de si esta ac
cién observada en 1;5 citocininas presentes en loa ARNt es

- td4 relacionada directamente o indirectamente con la accidn

hormonal de las citocininas libres,

2.3 Antibidticos
2.3.1 Antecedentes de su relacién con plantas.
pesde el comienzo de la era de los antibibticos, se
han probade los efectos gque algunos de éstos ejercen go-
bra el crecimiento de las plantas. En general, los efectos

encontrados han sido inhibitorios. Ademds, pocos investiga
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dores probaban concentraciones por dabajo de 50 ppm ¥y

muchas preparaciones exan impuras.

Sin embargo, desde 1949 se ha reportado que cier
tos antibiéticos pueden estimular el crecimiento de le
vaduras, bacterias, hongos (11, 28, 36), protozoarios
(4. 24) y plantas supariores (13, 27, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 58). En plantas superiores, el efacto estimulato
rio de varios antibidticos se ha demostrado tanto en sig
temas in vivo en siembra (48), como in vitro, en cultivos
de tejidos. Entre las principales evidenciia sobra eate

efecto estdn las siguientes:

a) En 1952, Nétien y colaboradores, mostraron que 10 ppm
de dihidroestreptomicina, estimulaban el crecimiento

in vitro de tejido .de zanahoria (46). En el mismo aflo,

Nickell, reportd en tres tipos de experimentos (culti
vo in vitro de tejido tumoral de Rumex acetosa, germi
nacién in vitro de semillas de Aqave toumeyana y de

mafz, y germinacién in vivo com subsecuente crecimien
to en el suelo de semillas de mafz), que la penicili-
na, terramicina, bacitracina y tiolutina, incrementa-

ban notablemente el crecimiento (47)

b) En 1954, Nickell y Finlay, trabajande con cultivos in
vitro de Lemna minor, reportaron que la penicilina G
y la bacitracina estimulan el crecimiento, pero no ex

plicaron por qué ocurre esto. (48).
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En 1965, Nickell y Celmer, trataron de establecer una
relacién estructura-actividad de penicilinas sobre el
crecimiento de cultivos in vitro de Lemna minor. Estos
autores probaron algunos requladores de crecimiento
solos como 2,4-D, AIA, ANa, AFA, asi como sus deriva
dos penicilinicos (nlcleo de 6-aminopenicil&nico en
al que la cadena lateral es el regulador en cuestién),
y encontraron que solamente un 10% de todas las peni-
cilinas probadas tienen un efaecto estimulatorio del
crecimiento, que el AFA por si solo no produce creci-
miento, mientras que su derivado penicilinico (penici
lina G) es muy ackivo, y que el AIA y el dcido fenoxia
cético, que p§£ si solos son activos, lo son mucho més

en sus derivados penicilinicos (53).

Se observd ademdis que existe una gran especifici
dad, pues el &cido 6—trans-esterilmercapéoacetamido
penicildnico es mucho mis activo gque su isdmero cis

@) cual casi no ejerce un efecto en el crecimiento.

'Ia hipltesis que sugieren para explicar la accibn de

estas substancias es que el metabolismo hormonal pue-

de eatar afactado, © que se trata de un fendmeno en

el que estin involucradas anti-auxinas. (53)

En 1967, Zukowski, y Bckstein, observaron una depen-
dancia entre la estructura quinmica y la accldn biold-

gica de diversos productos de acilacitn del 6-APA en
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los que la cadena lateral es un derivado del dcido fe
noxiacético o del fenoxi-« -propibnico. varios de es
tos productos, pero no el 6-APA estimularon el creci-
miento de rafces de pepino y pléntulas de tomate. Es-
t0os autores compararon los dcidos fenocxiacéticos y
fenoxipropibénicos con sus derivados penicil{nicos ob-
servando gque las penicilinas derivadas de esos dcidos
ejercen un estimulo de crecimiento mayor que los §ci-
dos nativos. Cumo estas penicilinas scn resistentes

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

por s{ solo no tiene actividad, concluyeron que esta

actividad no debe estar basada en una hidrélisis enzi
mitica ya que ésta darfa lugar a los &cidos nativos

menos activos (75).

En 1983, Pollock y colaboradores investigando el uso
de antibibticos para la eliminacibén de contaminantes

en cultivos de células de Nicotiana plumbaginifolia,

reportaron que las penicilinas y cefalosporinas no
son tbxicas para protoplastos o para células deriva-
das de ellos, y Que algunas muestran un efecto estimu
latorio del crecimiento; sin embargo, concluyen que

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

Hasta la fecha, se han seguido investigando los

afactos que ejercen diversos antibidticos tales como
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la panicilina, aureofungina, oxitetraciclina, etc., repor
tdndose influencias sobre el crecimiento, germinacién y
ptoductivigd, asi como estimulacién de la sfntesis de dci
dos nucleicos, sin que haya podido aclararse cémo actdan
los antibiéticos sobre las plantas, y por qué ejercen ta

les efectos.

Penicilinaa: estructuras quimica e hidrélisis enzimdtica.

Los antibiéticos son substancias quimicas producidos por

varias espacies de microorganismos ({bacterias y hongos) que

suprimen el crecimiento de otros microorganismos © que pueden

destruirlos. Son un grupo muy heterogéneo desde el punto de

vista quimico que difieren marcadamente en sus propiedades

fisicas, quimicas, farmacoldgicas, en su espactro antibacte

riano as{ como en sus mecanismos de accidp, Es con base en

esta Ultima caracteristica, que se pueden clasificar en cin

€0 grupos principales:

1.

3.

Agentes que inhiben la sintesis de la pared celular bac
teriana.

Agentes que afectan la permeabilidad de la membrana celu
lar,

Agentesa que primariamente inhiben la sintesis proteica
por sus efectos sobre los ribosomas.

Agentes que afectan el metabolismo de los &cidos nuclei
cos,

Los antimetabolitos (sulfas).

Las penicilinas pertenecen al primer grupo de esta clasi
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ficacibn ya que inhiben especificamente la terminacibn de
la sintesis de la pared celular bacteriana, la cual con-

tiene un complejo "mucopéptido® que consiste de polisaci-
ridos ! y da polipéptidos entrecruzades, conoz-ido como pep-
tidoglucano. Las penicilinas inhiben la reaccibn termi-

nal de transpeptidacién (entrecruzamiento) de glucopépti-
dos lineales, blogueando as{ la sintesis del complejo mu

copéptido (peptidoglicano), que ocurre fuera de la membra
na celular.

Quimicamente, la estructura bisica de las penicili-
nas (Fig.2,.5conaiste de un anillo de tiazolidina (A), uni
do a un anille p-lactémico (B) al cual estéd unida una ca-
dena lateral (R). EIl nicleo, conocido como Scido 6-aming
pénicilénico, constituye la parte principal para la acti-
vidad biol&gica, aunque la cadena lateral determina tam-
bién muchas de l;a caracteristicas antibacterianas y far-
macolfgicas de un tipo particular de penicilina. Todas
las penicilinas, por lo tanto, pueden ser consideradas cg
mo N-aéil derivados del nicleo comin 6-APA.

Las penicilinas en general, son bastante estables
en estado seco, pero una vez en scolucién pueden, depen-
diendo de las condiciones, dar lugar a diferentes produc-
tos de degradacién. La degradacifn espontdnea de las pendi
bcilln;s en solucibn &cida consiste principalmente en un
rearreglo a icidos panflicos. En soluciones acuosas y al-

calinas, la degradacifn resulta en la formacién de &cidos
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peniciloicos, los cuales pueden descarboxilarse a dcidos
peniloicos.

Segin Batchelor y Cameron~wood ( 2), las penicili
nas se hidrolizan espontidneamente a 6-APA en un porcenta
je muy bajo (0.2%), por lo que ‘la degradacién a éste es
principalmente de tipo enzimitica.

La actividad enzimitica de la p-lactamasa (o penici
linasa) sobre el enlaceJB-lactéﬁico da como resultado la
formacién de dcidos peniciloicos provocandos la pérdida
de la actividad antibacteriana. La molécula de penicilina
también es hidrolizada enzimdticamente en el enlace ami
da liberdndose la cadena lateral R unida al nicleo de
dcido penicildnico. La enzima responsable de la ruptura
de este enlace recibe diferentes nombres: "penicilina amj
dasa", "penamidasa", "penicilina-acilasa®" 6 “penicilina
amidohidrolasa“”. En este trabajo emplearemos el nombre

de penicilina amidasa.

la amidasa es una enzima de gran importancia comer
cial ya que el 6-APA que se produce por su accién, cons-
tituye la materia prima para la produccién de penicilinas

semisintéticas en escala industrial.

IA desacilacién de penicilinas por enzimas especifi
cas, ha sido reportada en bacterias, mchos, 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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clagificadas por Claridge y colaboradores (15) en dos
clases: tipo I o fungoso y tipo II o bacteriano, segin
el tipo de penicilina hidrolizado preferencialmente

(bencilpenicilina 6 fenoximetilpenicilina).

Se ha encontrado actividad de penicilina-amidasa ti
pc I no s6lo en bacterias, zino también en homogenados
de rifisn (16, 24), higado, bazo o pulmén de ganado vacu
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 proteolitica obtenida de &rboles del género Ficus,

hidroliza la fenoximetilpenicilina a 6-APA (24).

Actualmente, aunque el descubrimiento de la penici
lina amidasa ha abierto las puertas a la proﬂucciﬁn de
penicilinas semisintéticas, existen todavia muchas pre-
guntas gque no han sido aclaradas cocn respacto a su modo
de accién y al papel fisiol&gico c‘que juegan en los orga

nismos que las poseen.
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IXI.- MATERIALES Y METODOS,

3.1 Material biolbdgico

Se utilizé como modele bioldgico Bouvardia ternifolia por po

seer las siguientes caracterfsticas (20):

~ Proliferacién rdpida del cultive en medio sélido, sin acu
mulacidn de productos tdxicos.

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

~ Ccapacidad de producir protoblastos viables en cultivo.

-~ callo y cultivo en suspensidn con una alta viabilidad ce-

lular en al cultivo al entrar en fase estacionaria.

Se usaron cultivos en suspensidén y calloe de Bouvardia terni

folia obtenidos a partir de semilla y mantenidos por resiem-
bras aycesivas durante un afio,
Para los ensayos microbiolégicos con antibidticos, se utilizé

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

3.2 Equipo
- Campana de flujo laminar "Vecco”

- Plataforma de agitacién rotacional (125 rpm)

- Cémara de crecimiento a 28°C con intensidad luminosa de
1000 lum

-~ Potencidmetro

~ Centrifuga c;fnica

~ Centrifuga Beckman modelo J-21

- Bafio con agitacién constante de 125 rpm y 40°C de tempera
tura.

- Espectrofotbémetro "Zeiss"
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-~ colorimetro Bausch & Lomb.
- Bomogenizador 'Potter” de vidrio con émbolo de teflém
- Cimara de cromatograffa en capa fina

placas de gel de silice

Reactivos.
108 reactivos y las hormonas utilizadas en los medios fueron
todos grado analitico obtenidos de las casas Sigma y Mexrck.
(Figura 3.1).

1as penicilinas semisintéticas que se emplearon para es
te estudio, fueron proporcionadas por Quinecnas.de México, S.
A., excepto la carbenicilina, obtenida de los Laboratorios
Sanfer. Todas las penicilinas se usaron en su forma de sal

de sodio o de potasio. (Figura 3.2)

Obtencién y mantenimiento de cultivos in vitro de B.ternifolia

El callo de Bouvardia, gse indujo a partir de semillas
(radfcula) praviamente esterilizadas,las cuales fueron sem-
bradas en medio sSlido Murashige Skoog suplamentado con

1l mg/1 de 2,4-p y 0.005 mg/1l de kinetina., (Fig.2.1)

Una vez ohtzn:dc i callo, tanto los cultivos en suspen

8ién como los callos de B. ternifolia fueron crecidos en me

dio basal de Murashige & Skoog (1962), cuya composicién apa-
rece an la Tabla 1 del apéndice. Este medio basal fué suple
mentado con 1 mg/L (4.5 X 10"%) de 2,4-D y con 0.05 mg/1

(2.32 X 10~7M) de Kinetina para mantener al crecimiento norx

mal de los cultivos,
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El madio se prepara siguiendo el orden indicado en la
.Tabla 2 del apéndice para evitar precipitacidén de las sales.
Las solucionas stock se afladen a un volumen de agua determi

nado, y con agitacidn constante.

Una vez qua se han mezclado las solucicnes, se adicio
na el 2,4~D y la kinetina (que son estables a la esterili
zacifn por autoclave) y la sacaross y el pH se ajusta a 5.7,
con NAOH 6 con HCL 1.0 N. Si se requiere madio sélido (para
los callos), se adiciona 1% de agar, y se esteriliza en auto
clave en frascoa de 100 ml de capacidad con 30 ml de medio
por frasico.para los cultivos en medio ligquido (cultivés an
suspensicdn), se distribuye en matraces de 250 ml colocando
50 ml de medio por matraz. Tanto los frascos como los matra
ces sa tapar; con papel aluminio y se esterilizan en autoclave

a 120° ¢ por 15 minutos.

cuando el medio basal es suplementado con pencilina, en
forma de sal sbdica o pot&sica, con &cido fenilacético o con
otro compuesto problema, solamente se estez;iliza en autocla
ve el medio basal, y una vez que éste se ha enfriado (a tem
peratura ambiente), se le agrega la penicilina o el compues
to en cuestidn, disuelta en agua desionizada, esteriiizada
por filtracién con Millipore de 0.22 g. Si el medio de cul
tivo es sdlido, se deja difundir la solucién estéril en el

agar, antes de sembrar el tejido.

Una vez preparados los medios, se procede a sembrar’el

material vegetal en condiciones estériles. Para los culti-
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vos en suspensién, se inoculan los matraces de 250 ml que con
tienen 50 ml de medio cada uno, con una alicuota de 5 ml de
una suspensién de células de 10 dias de incubacién

{ 2 X 105 células/ml); se incuban a temperatura ambiente a
125 rpm de agitacién rotacional, con luz continua de aproxima
damente 100 lux, durante 10 dfas. Mediante tranaferencias su

cesivas, el cultivo puede manterse por perfodos largos.

para el cultivo de callos, se inocula cada frasco
que contfene 30 ml de medio, con aproximadamente 1 g de peso
fresco de callo de 30 dfas de edad. Los frascos se incuban
entonces a 28° ¢ con iluminacidn continua de 1000 lux y se de

jan crecer durante 30 dias,

PardAmetros _de crecimiento.

Los pardmetros utilizados para medir el crecimiento fue

" rons

'a) Peso fresco

b} volumen celular empacado (PCV).

Para evaluar el crecimiento por aumento en el PCV en cul
tives en suspensién, se inoculan matraces de 250 ml que con-
tienen 50 ml del medio en cuestiSn, con una alicuota de 5 ml
de suspensién celular de 10 dfas (lavada 3 veces y resuspen-
dida” en medio basal sin hormonas). Los matraces se incuban en
las condiciones ya mencionadas., Se toman diariamente muestras
de 2 ml de cada matraz, durants 14 dias, recolectando cada
muestra en tubo de cantrifuga graduado de 15 ml: se centrifuga

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

volumen.

Para determinar ol crecimiento por incremento en peso
fresco en callos, se procede a pesar primero los frascos que
contienen el medio (tapados y esterilizados) ; se inoculan en
tonces con 1 g de peso fresco de callo de 10 d{as de edad, y
se vuelven a pesar, El peso fresco inicial se obtiens. por la
diferencia entre el peso del frasco con tejido y el peso del
frasco sin tejido; los frascos se incuban a 28° C con ilumi-
nacién constante de 1000 lux, durante 30 dias, Sl término de
los cuales se destapan los frascos y se pesa el callo obteni
do. El resultado se expresa como incremento de peso fresco,
que se obtiene por la diferencia entre el peso final menos el

inicial.

Las férmulas de los regquladores, compuestos y penicili~

nas empleados aparecen en las figuras3il y3.2 respactivamente.

3.6 Degradacifn de las penicilinas en el medio de cultivo

Para estudiar la estabilidad de las penicilinas en el me

dio de cultivo, se disefiaron doa experimentos:

3.6.1 Ensayo microbiolégico

consiste en detectar la presencia o ausencia de halo -
de inhibicién de crecimiento en placas que contienen una
bacteria sensible, usando la penicilina disuelta en dife
rente pH, Si la penicilina sufre degradacién al disolver
se en el medioc a un determinado pH, no debe presentarse

halo de inhibicién, pues con la degradacién pierde su ac
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tividad biolégicx, permitiendo el crecimiento de la bac

taria.

Se us6 carbenicilina, a la que es sensible Agrobacte-
rium tumefaciens. Las placas se preparan de la siguiente
mANEera:

- S8 llena cada caja de Patri con 15 ml de medio estéril
YEB © Luria (Tabla 4 del apéndice) con agar.

~ Se pone a incubar A. Tumefaciens en medio YEB 0 Luria
12 horas a 25°C; se toma una alicuota de este cultivo
transcurridas las 12 horas que es cﬁando las bacterias
eatdn en fase logaritmica, y se mezcla con otra alfcuo
ta de medio mis agar estéril a 40°C. La mezcla se man
tiene a una temperatura de 40 a 4¥cCpara evitar su so

- 14dificacién.

_h -~ Cada caja de Petri se inocula con 2 ml de la mezcla de
bactaerias + medio con agar tepartiénaolo homogéneamente
sobre el medio sélido.

~ Una ver sembrada la bacteria s colocan scbre la super
ficie, tres circulos dde papel Whatmwan 3 MM de 10 mm
de didmetro previamente esterilizados, y embebidos con
15 ul de una solucidn de 100 ng/ml de carbenicilina en
medio M y S ajustado a diferentes pH Y esterilizado por
Millipore (0.22u).

Se cierran las cajas y se ponen a incubax a 25°C dy

rante 12 horas al término de las cuales ge mide el halo

de inhibicién.
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3.6,2 curva de crecimiento-pH de cultivo en suspensién de B.
ternifolia,

para ello se evalia el crecimiento por aumento en PCV en
cultivos en suspensifén incubados en medio basal suplementado
0 no con 1 mg/ml de penicilina. Se ponen ademds 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 L0 min. para medir el porcenta
je de PCV. En el sobrenadante obtenido se mide el pH para la

obtencién de la curva de crecimiento contra pH del cultivo.

3.7 Determinacifn de la actividad de penicilina amidasa in vitro

Ia actividad de esta enzima se ha determinado por varios
métodos: Niedermayer (1964) y Chiang y Bennett {19€¢7) determi
naron la liberacién de la cadena lateral de la penicilina por
medic de cromatografia de gases como una medida de la ;ctivi-
dad de penicilina amidasa (17). Cole (1969), Sjokerg et al
‘(1967) y Vanderhaeghe et al (1968) estimaron el 6-APA cuanti-
tativamente por titulacién de la cadena lateral &cida liberada,
midiendo la liberacién de protones durante el procesc de hidr§
lisis. 8Sin embargo la actividad de penicilina amidasa se de-
muestra mis claramente por medio de la deteccién de su produc
to final de reaccitn, el 6-APA (4,74),

Bomstein y Evans en 1965 (5) disefiaron un ensayo especigi
co para 6~-APA que depende de la reaccifn del grupo amino en la
pogsicifn 6 del 6-APA con el p-dimetilaminobenzaldehido (reacti
vo de Ehrlich) para formar una base coloreada de Schiff que se

- mide colorimétricamente. El cromégeno es estable solamente por

un tiempo corto, por lo que el método de ensayo debe hacerse
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con equipo automdtico. Este método es muy Gtil para el ensa
‘vo de la penicilina amidasa, ya que las penicilinas intactas
no reaccionan para formar el cromégeno, y porque puede ser
aplicado directamente a la mezcla de reaccidn sin que sea ng
cesario ningin paso anterior de extraccién. Sin embargo, el
ensayo no es especi{fico para el 6-APA, puesto que muchos otros
compuastos con grupcs amino, incluyendo los dcidos peniciloi
cos, pueden reaccionar y dar productos coloreados. Este méto
do por lo tanto debs combinarse con algdin otro como la croma
tograf{a en placa fina.

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

pardmetros:

Temperatura de la mezcla de reaccién 40° ¢
PH i:nicial nows ". " " : 8.0
Buffer de fosfatocs ' 0.03 M
concentracién de penicilina "o 25 mM
Tiempo de reaccidn 30 min.
Longitud de onda 415 nm

- Se toma una alfcuota de 10 ml de cada matraz de cultivo en
asuspensién de B. ternifolia.

~ . Se centrifuga a 2500 rpm, durante 15 min.

~ Se decanta y se agrega al precipitado 1 ml de buffer. Se
agrega 0.1 ml de penicilina para tener una concentracién fi
nal en la reaccidn de 25 mM. Se deja la mezcla de reaccidn
por espacio de 30 min. en un baflo a temparatura constante
{40° C) con agitacién.

~ Después de este tiempo, se toma una muestra de 0.2 ml y se



agregan 4.8 ml de etanol absoluto y se centrifuga a 3000 rpm
por 10 min.

Se decanta y se agragarn al sobrenadante 2.5 ml del reactivo
de Enhlich (PDAB). Se agita unos segundog en vértex y se de
ja reposar 10 min. Se lee a 415 nm.

El control de las células se hace tomando 0.2 ml de la mez
cla de reaccién (con y sin penicilina) en el momento en gque
se mete al bafio de 40°C; se le agregan 4.8 ml de etanol, se
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 colofimetro se prepara con
0.2 ml de buffer, a los que se agregan 4.8 ml de etanol, se
centrifuga'a 3000 rpm 10 minutos, sé decanta y se le afladen

2,5 ml de reactivo PDAB.

Para determinar la concentr&cién de 6~-APA correspondiente

a la absorbancia obtenida, se utiliza una curva patrén de con

centracién contra absorbantia gque es virtualmente lineal por

lo menos en un intervalo de 600 a 4000,pg/hi de 6~APA por mili

litro.

Las indicaciones para la preparacidén del reactivo de
Ehrlich (PDAB) aparecen en la Tabla 5 del apéndice.
NOTA: Esta técnica, bhasada en estudios de actividad de penici
lina amidasa de Escherichia ¢oli y cuya sensibilidad es apro-
ximadamente de 50 ug de 6APA/ml, se tomd como base para la de

terminacién de la enzima en B. ternifolia,
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3.8 Determinacién de penicilina amidasa in vivo.

Esta procedimiento da ensayo para la deteccién de penici
lina amidasa, es un método indirecto, basado en la liberacidn
de p-nitroanilina (compuesto que colorea intensamente de ama-
rille el medio de cultivo) a partir de N-fenilacetil-nitroani
lina (incoloro), por ‘acciébn de una amidasa segln la sigulente

reaccién: (Dra. Carmen Giral, comunicacidn personal):

cuz— —NH COOH e / \ CH 5~ COOH
i Amzdasa

Acido fenilacético

N-fenllacetilmitroanilina
(incoloro)

"'[" HoN OOH

NO 2
p~nitroanilina (amarillo intenso)

.Para esto, se preparan tubos de cultivo conteniendo cada
uno 10 ml de medio basal sin hormonas. Se hacen dos lotes,
uno de tubos con medio basalMy$S y otro de tubos a los que sa
les adiciona 1 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 callo de B. ternifolia de 30 dias de edad,
de tal manera que se tienen controles con y sin células, y

controles con y sin N-fenllacetilnitroanilina.

Se tapan todos los tubos y se incuban a 25°C con 1luz

continua de 1000 lux por 20 dfas, durante los cuales se obsexr
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va la presencia o ausencia de color amarillo en sl medio de

cultivo.

Medicién de actividad de penicilina amidasa en protoplastos
y en extractos celulares.

3.9.1 Protoplastos.
Se siembran 5 ml de célulasdeun cultivo en suspen

sién de B.ternifolia en fase estacionaria temprana(rig.2.2

en tatracas de 250 ml que eontiend 50 ml de medio MyS
sin hormonas mis penicilina G, 6 MyS con hormonas sin
penicilina G. Se dejan crecer durante 7 dfas con luz
contfnua y en agitacién, después de los cuales se pro--
cede a.‘ aislar los protoplastns de la siguiente manera:

solucién enzimdtica:

Celulasa Onozuka R-10 2%
Driselasa & Pectinasa S 2% Di-sueli:o en CPW
Manitol 13%

Solucién CPW: ajustada a pH 5.8

XNO, 101.0 mg/i

cacl_12H O 1480 "
27 ‘

KH,PO, “27.2 ¢

MgS0,.7H,0 246 "

KI 0.16 *
.50.0 0.025 *

Sorhitol 21%

a) Se centrifuga la solucidén enzimitica en la centr{fuga J=21

Backman con el rotor JA-20 a 10,000 rpm, a 4°C por 15 minutos.
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b) Se filtra el sobrenadante en Millipore de 0.45 jm

. ¢) Se incuban las células de 7 dfas en la solucidn enzimfti
ca.

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

@) Se desecha la solucién enzimd&tica con pipeta Pasteur

f) Se hace flotar a loe protoplastos en CPW con 21% de sor~
bitol, a 100 g (590 rpm) durante Smin.

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

desea de medio MyS con 9% de manitol.

Una vez que se han aislado los protoplastos, se mide en ellos
la actividad de penicilina amidasasiguiendo la técnica des-
crita en el punto 3.7 de este capitulo pero con las siguien

tes modificaciones:

~ Sa toma. una alfcuota de 2 ml de la suspensién de protoplas
tos aislados a paxtir de log cultivos tipo I (crecidos con
pcnicilina) o tipo I (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 bafio a temperatura cons
tante (40°C) con agitacién

- Se toman muestras (0.2 ml) a distintos tiempos, a las cua
les sa les agrega 4.8 ml de etanol absoluto

- Se centrifugan a 3000 rpm lOmin.se decanta y al sobrenadan
te se le adiciona 2.5 ml del reactivo PDAB. Se agita en

vértex unos segundos.
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~ 3e deja reposar 10 min. y se lee a 415 nm.

- Los controles se preparan con la mezcla de reaccién sin

poner a incubar en el bafio a los que se afiade inmediata
mente el alcohol absoluto y el PDAB. Se preparan contro

les con y sin penicilina.

3.9.2 Medicidn con extractos celulares.

Se siembran 5 ml de células de un cultivo en suspensién

de pPouvardia ternifolia en fase estacicnaria temprana en ma

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

penicilina o con hormonas). Se deja crecer las células du

rante 7 dfas con luz continua y en agitaciéq, despuds de los

cuales se hace lo siguiente:

a)

b)

c)

d)

Se lavan las células centrifugando a 3000 rpm durante

10 min.

Se descarta el sobrenadante Yy ;e rompen las eélulas con
un homogenizador (a 4°C) durante 3 min a mdxima veloci
dad.

Se centrifuga a 3000 rpm 10 min a 4°C para bajar restos
celulares,

Se decanta y se obtiene el aobrenadanté (citosol), en

el cual se mide la actividad de penicilina amidasa si
guiendo la técnica descrita en el punto 3.7 de este Capi

tulo.
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3.9.2.1 Pre-purificacién de penicilina amidasa con sulfato
de amonio.
Se siguen todos los pasos descritos en el punto an
terior para la obtencién de un extracto, partiendo de

un cultivo en fase log crecido con o sin antibiético,

Una vez que se han eliminado los restos celulares se
procede a lo siguiente:

- Se determinan proteinas en el sobrenadante por el mé-
todo de Lowry y se precipita la proteina total por sa
turacién con sulfato de amonio al 80%,usando agua caliente

- Se determina la cantidad de prote{na total por Lowry.
Se disualve en una minima cantidad de buffer de fosfa-
tos 0.03M pH 8.0 y se pone a dializar contra este bu-
‘ffer toda la noche haciendo al menos dos cambios.

- Se mide la actividad de penicilina amidasa gegtiin la

‘técnica descrita en el punto 3.7

3.9.2.2 Det:erminaci?Sn de proteinas.

Se llevé a cabo por el método de Lowry (Lowry et
al, 1951), utilizando albimina sérica bovina como patrén
(Sigma) para hacer una curva de concentracién de protei-
na contra absorbancia a una densidad &tica de 590 nm, la

cual aparece en al apéndice.

3,10 Determinacién de actividad de penicilina amidasa por identi

ficacidn de 6-ApA en cromatograffa en placa fina.

Esta técnica permite separar, aislar e identificar coapo
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nentes de mezclas,con base en las diferencias de velocidad a
ia cual migran estos componentes a través de un medio esta-

cionario bajo la influencia de una fase mévil.

La separacién., en este caso, basada en la adsorcién, re-
side en el eguilibrio que gobierna la distribucién de las di
varsas especies de soluto entre el solvente y la superficie
del s6lido que constituye la fase estacionaria. Los solutos
son adsorbidoa con diferente intensidad dependiendo éato de

sus propledades quimicas, y de la naturaleza del adsorbente.

Los matariales adsorbentes usados en cromatografia en
placa £ina incluyen entre otros, gel de silice. alimina y ce
lulosa pulvaerizada. La fase m6vil es acuosa, y puede consis-
tir de un solvente puro ¢ de una mezcla de solventes los cua
les son al menos parcialmente inmiscibles con la fa#e egta~-

cionaria.

Para detectar la aparicién de 6-APA como medida de la
actividad de penicilina amidasa, se usaron placas de gel de
a{lice de 20 X 1l5cm como fasa estacionaria, y como fasa mé-
vil se usaron cuatro sistemas de solventesa: A) n-butancl-eta
nol-agua(12:8:2), ) metanol-acetona (90:10 y 50:50) y C) ace
tato de etilo-butanol-dcido acético (80:15:40). Las placas
se desarrollaron en una dimensién, de la siguiente manera:

-~ Se satura la cédmara en la que se va a colocar la placa,

con el sistema de solvente que se va a emplear.



- Se coloca una gota (aproximadamente 5 pl) de la solucidn
muestra a una distancia de unos 3 cm de el borde de la
placa; se dejan secar las muestras.

- Se coloca la placa dentro de la cdmara; se deja gue ocu-
rra la migracién, como resultado del flujo ascendente de
la fase mévil causado por fuerzas de capilaridad. .a vez
que el solvente ha alcanzado una altura de 12 cm se saca
de la cémara y se seca.

~ para detectar las manchas de 6-APA la placa se mete a una
cdmara que contiene vapores de yodo. Las manchas pardas
indican las posiciones de los solutos; Se mide el Rf de
cada soluto y se identifica con base en los valores de rg
tencién.

La deteccién también puede estar basada en la absor
tién de radiacién ultravioleta, de fluorescencia o de ra

dicactividad,
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1V.~ RESULTADOS Y DISCUSION

cinética de crecimiento de Bouvardia ternifolia.

comn rr planted al principio de este trabajo, el primer
objetivo a lograr fue determinar si la carbenicilina usada
en la eliminacién de la bacteria transformante Agrobacterium
tumafaciené, tenia algin efeg:to en el crecimiento de los cul

tivos celulares de Bouvardia ternifolia.

Lo primero que se hizo fue determinar la cinética de

cracimiento del cultivo de Bouvardia ternifolia en su medio

de mantenimiento, con el £in de conocer las caracteristicas-
de crecimiento de éste. Para la determinacidn de la curva
de crecimiento, se procedid de la siguilente forma: Se prepa
raron 15 matraces de 250 ml con 50 ml de medio basal Mys ca-
da uno; a S matraces se les agregd 2,4-D y kinetina en una
concentracién de 4.5x1076y y 2.3¥10"7M respectivamente
(Fig.4.1a); a otros 5 se les puso 2,4«D y kinetina a la mi =
tad de la concentracifn usada en A (Fig.4.1b) y a los S dlti
mos no se lea agregS ninguna hormona (Fig.4.lc). Se inocu~
laron todos los matraces con 5 ml de una suspengidn de célu-~
las de 10 dfas de incubacién (2X103 células/ml).Se incubaron
a 25° € y 125 rpm durante 15 dlas, durante los cuales se fue
ron tomando muestras paz;a determinar el poréentaje de PAV.rig.
4. 1 muestra la curva de crecimiento obtenida; cada punto gra

ficado representa el promedio de por 1o menos tres detarmina

ciones. Como puede apreciarse en esta grdfica, Bouvardia
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Fig.4.1 Curva de Crecimiento de Bouvardia ternifolia en me
dio liquido (cultivo en suspensién). Las condicio-
nes de incubacifn fueron 25°C, 125 rpm de agitacién
rotacional y lug continua de 100 lux de intensidad
Los puntos representan el promedio de al menos 3 -
repeticiones y las barras verticales indican la -~
desviacién estdndard de la muestra.

a) 2,4-D (4.5X1076M) y kinetina (2.3X10"w)
b) 2,4-D (2.2%10°6M) y kinetina (1.1x10~7M)
c) Medio basal sin hormonas,
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ternifolia no crece en un medio carente de hormonas (Fig.4.lc)
y Se obtiene un crecimiento acelerado con la concentracidn usa
da en la letra a) alcanzdndose la fase estacionaria a los 13
dfas de cultivo, mientras que si se utiliza la mitad de esta

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

Crecimiento de cultivos de B.ternifclia en medios suplementa-

dos con carbenicilina,

Una vez que e conocieron cudles eran las condiciones ép
timas de crecimiento del cultivo, se procedidé a investigar el
efecto gque §roduce la carbenicilina en el crecimiento de Bou-

vardia ternifolia evaluando el crecimiento del cultivo en susg

pensién por determinacién del porcentaje d¢ PtV en las siguientes

condiciones:
I medio MyS con carbenicilina en una concentracién de 1 mg/ml
(2.6 x 1073M).
a) sin hormonas
b) Sin auxina, s6lo con kinetina
c¢) Con auxina y kinetina
II Medio MyS sin carbenicilina
d} sin hormonas

e) Con auxina y kinetina

Las condiciones IT d) y e) fueron los controles. En to
dos los casos en los que se agregd auxina, se usé 2,4-D a una
concentracién de 4.5 X IO-GM. Igualmente, en los casos en los

que se agregl kinetina, fué a una concentracién de 2.3x10'7n.
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La figura 4.2 muestra las curvas de crecimiento de B.ternifolia ob
tenidas en estas condiciones, y los puntos graficados representan
el promedio de al mencs tres determinaciones. Como puede observar-
se, los cultivos que conti=nen carbenicilina, crecen normalmente
en un medio carente de auxina, suplementado o no con kinetina (Fig.
4,2 letras a) y b), aungue en el perfcdo de la fase exponencial,
crecen menos rapido que los cultivos contrel que fueron suplemen-
tados s6lo con hormonas (Pig.4.2 letra e). La fase "lag"™ es mis
larga cuando se adiciona kinetina ademids de penicilina (letra b);
la carbenicilina no es téxica para el cultivo y también hay creci
miento cuando se agrega al medio adem&s-de ésta, lau'hormonaa au-
xina y kinetina (Pig.4.2 letra c¢). Adicionalmente, se obsarva 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 mostfé Que ia presencia de la carbeni
cilina es determinante para el crecimiento, pues en ausencia de
hormonas estaba siendo usada Ae alguna manera por los cultivos en
suspgpsién de B.ternifolia como fuente hormonal probablemente auxi
nica.

Otra observacién hecha con este experimento fue que los matra
ces corresbondientes a los cultivos en suspensibén crecidos con an
tibiético tenfan un color amarillento mientras que los que no te-
nian antibidtico presentaban color blanco. Se pensé que esta dife
rencla de color podria deberse a la acumulacién de algln compuesto-
de desacho,ya que en la literatura scbra cultivo de tejidos se ha

reportado que la acumulacién de 4cidos fenbdblicos por ejemplo, da
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Curva de Crecimlento de B.ternifolia en medio liquido comn
y sin carbenicilina., Ias condiciones de incubacién fueron
25°C, 125 rpm de agitacidén rotacicnal y luz continua de -
100 lux de intenaidad, Los puntos representan el promedio
de al menos 3 determinaciones y las barras verticales in-
dican la desviacifn est&ndard de la muestra,
I a) Sin hormonas + 1 mg/ml de carbenicilina
b) Con lmgml de carbenicilina + 2.3X10°’M de kinetina
¢) con 4.5%10"6M de 2,4-D + 2.3X10°7M de kinetina + lmg/ml
de carbenici lina,
II d) Sin hormonas y sin carbenicilina
e) Sin carbenicilipa, con 4,5X10 ~6y de 2,4-p y 2.3x107 v
de kinet-ina.
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una coloracidédn amarillo-café a los cultivos, lo que indica
muerte calular,

Se determind 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 tenfan antibidtico
{condiciones I) eran menos viables por la presencia de algin

compuesto que les fuera toxico, gque los de las condiciones II,

y se obtuvo lo siguiente;

CON ANTIBIOTICO: I SIN ANTIBIOTICO: II

Mys SIN HORMO MyS CON HORMO

MyS SIN HORMO MyS CON HORMQ

NAS NAS NAS NAS
amarillenta amarillenta blanca blanca

62% (creci~- 60% (creci-  20% (no hubo 65% (crecimien
miento répi miento répi crecimiento) to muy rapido)

do)

92%

do)

95%

50 % 95%

Como se ve,

1la viabilidad es casi la misma en todos los

casos en que hubo crecimiento, por 1o que el color amarillen

to de los cultivos que crecieron con carbenicilina no indica

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

medio de cultivo de algln catabolito de desecho cuya acumu-

lacién no llega a ser téxica para el-cultivo con la concen-

tracién de antibiético usada (1 mg/ml=2.6x1077M) (Fig.4.6)

Se hiclieron también estudios sobre el efecto da la car

benicilina en el crecimiento de callos de B.ternifolia, eva
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luando el crecimiento por incremento en el peso fresco a los

30 dias de cultivo. lLa Tabla 5 del apéndice y la Fig. 4.3

muiestran los resultados obtenidos utilizando tres concentra-

ciones de carbenicilina (0.5 mg/ml, 1 mg/ml y 2 mg/ml) en ca

llo8 crecidos en medio suplementado con 2,4-D y kinetina, y

en calles crecidos en medio basal sin hormonas. Con estos re

sultados se observa qua:

- la carbenicilina produce el mismo efecto que el producido
por 2,4-D y l;inetina juntos, pues los callos crecidos en
un medio carente de hormonas suplementado con curbenicili-
na, presentan crecimiento cuantitativamente semejante a los
callos crecidos con hormonas sin carbenicilina, (Foto de la
Pig.4.4)

- 1A carbenicilina no e3 téxica para los cultivos crecidos

en un pedio con hormonas.

- Los callos no crecen 'sin hormonas y sin antibidtico, (Fig.4.5a)

~ Ia concentracién de curbe}uicilina con la que se obtuvo ma-

yor crecimiento es con la de 1 mg/ml (2..6x10'314).

En este experimento, al igual que el anterior realizado
con cultivos en suspensién, se observé que la apariencia de
los callos crecidos con carbenicilina era diferente solamen-
te en cuanto a coloracién con respecto a los callos crecidos
con hormonas sin carbenicilina, Los callos crecidos con an=-
tibidtico presentaron una coloracién blanco-amarillenta, la
cual fué méls -intensa con la concentracién mds alta usada de
carbenicilina (2 mg/ml), incluso presentindose 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

B. ternifolia.

AMYS + K + 2,4~D

B.MyS

Los resultados representan el promedio de 5 repeti
ciones AP.F.= incremento en paso fresco, después-
de 30 dfas de incubacién a 28°C y luz continua de-

1000 lux de intensidad. Concentracién de K= 2.3 X

10774 y de 2,4-D= 4.5 X 10~°M.



Fig. 4.4.-Fotografia que muestra dos cultivos de 30 dias
de edad de B.ternifolja crecidos en medio Mys
con hormonas 2,4~D y kinetina (A) y en medio
sin hormonas suplementade con 1 mg/ml de carbe
nicilina (B). Obsérvese que la coloracién del
cultivo que tiene antibiftico (B) es amarillen
ta con zonas pardas.
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Fig.4.5 Fotografia que muestra dos cultivos de 30 dias
de edad de B.ternifclia incubados a 28°C y 1000
lux de intensidad luminosa en medio MyS sin hor
monas (A) y en medio MyS sin hormonas suplementa
do con 1mg/ml de carbenicilina (B). Como puede
observarse, B.ternifolis no crece en ausencia de
hormonas (A) pero 8i lo hace en presencia de car
benicilina (B).
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monas presentaron una colorac¢idn blanca.

Bn otro experimento con callos de A.ternifolia se varia
ron las concentraciones de auxina y de carbenicilina, mante-
niendo la concentracién de kinetina constante. La Tabla §
del apéndide y la Fig. 4.6 muestran los resultados cbtenidos
por evaluacién del incremento en peso fresco a los 30 dias
de cultivo y representan el promedio de 5 repeticiones. Se
usaron dos tipos de medio de cultivo: medio basal sin hormeo
nas (M/$~H) y redio basal suplementado con 2.3X10°'M (0.05
mg/l) de kinetina (M/S+K). Las concentraciones de carbenici
lina vy de la auxina 2,4-D probadas fueron:

2 mg/ml (5.2 X 10 M)
1 mg/ml (2.6 % 10"3M;

0.5 mg/ml (1.3 X 10
0.25 mg/ml (0.65 X 10-3M)

.2
1

Carbenicilina: 1/2
1/4

L ]

2 mg/1 (9.04 X 10‘GW)
1l mg/1 (4.52 X 107 M%
0.5 mg/1 (2.25 X 10”°)
0.25 mg/1 (1.13 X 10"%m)

2 aux

1 aux =

2,4-D: 1/2 aux =
1/4 aux =

En la Fig. 4.6 se puede observar lo giguiente:

~ Las concentraciones dea carbenicilina de 1 my/ml y 2 azy/ml
produjeron un crecimiento cuantitativamente igual tanto en
presencia Je kinetina como en ausencia de ella.

- ES interesante notar que con la concentracién de 0.5 m3/ml
de carbenicilina s{ hubo diferencia de crecimiento en auaen
cia o presencia de kinetina, pues los que sélo tenfan 0.5
my/ml de carbenicilina crecieron significativamente mis que

los que ademds de esta concentracidn de antibiético tenfan



0.5 mg/1 de kinetina.
-~ Ccon la concentracién de 0.25 mg/ml de carbenicilina se obtu

vo muy poco cracimientn, tanto con kinetina como sin ella.

En la Fig. 4.7 se ve que se obtuvo mayor crecimiento con
la concentracién ma&s baja de 2,4-D usada que fué la de
l.lelO“GM (0.25 mg/1) manteniendo constante la concentracién
de kinetina.

Estos resultados sugieren que con concentraciones mayo-
res de 1 mg/ml de carbenicilina no importa la presencia 6
ausencia de kinetina para producir crecimiento, mientras que
si se usan concentraciones menores de 1 mg/ml de antibidtico
junto con 0.05 mg/l de kinetina, se oktiene un crecimiento

lento.

Los cultivos de B.ternifolia crecen aceleradamente cémo
callo desdiferenciado si se mantiene una relacidén de auxina/
citoéinina alta (queles la relacién que se usa con las concen
traciones de 1 mg/1l de 2,4-D y 0.05 mg/1 de kinetina para man
tener el cultivo). Si la relacién auxina/citocinina es baja,
el cultivo crece lentamente, y puaden formarse brotes (datos
no presentados). Por tanto los resultados sugieren que la car
benicilina puede estar siendo usada como auxina por el culti-
vo, ya que las concentraciones bajas de esta penicilina da-
rian una relacidén auxina/citocinina baja que produjo un creci

miento lento.
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Efecto de la carbenicilina en el crecimiento de
B. ternifolia.

A. Mys + K
B. MyS

Los resultados representan el promedio de 5 rape
ticicnes. APP= incremento en peso fresco después
de 30 dias de incubacidn a 28°C y luz continua -
de 1000 lux de_jntensidad. Concentracién de kine
tina= 2,3 x 10 'y
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FTG. 4,7 Efecto de diversas concentraciones de 2,4=D
manteniendo constante la concentracidén de -

kinetina (2.3 X 197 7v).

AP.F = incremento en peso fresco después de
30 dias de incubaci6n a 28°C y luz =
continua de 1000 lux de intensidad.
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Efacto del dcido 6-aminopenicilénico y de varias penicilinas

en cultivos de B. ternifolia.

Una vez que se hubo investigado 2l efecto que produce la
carbenicilina en el crecimiento de B. ternifolia, las siguien
tes preguntas a responder‘fueron las siguientes: :existen
otras penicilinas que ejerzan un efecto auxinico en el creci-
miento de cultivos de B. ternifolia? ¢por qué tienen esta ac-

tividad?

Se analizé primero la estructura quimica de la carbenici
lina, para tratar de averiguar qué caracteristicas de la molé
cula podrfian ser las de una auxina. Sabemos que todas las au-
xinasg deben poseer para su actividad un anillo aromdtico y un
grupo carboxilo, caracterfaticas presentes en la cadena late~
ral>de la molécula de carbenicilina (Fig.3.2) unida por un en

lace amida al Acido GQamino-penicilénico (E~APA).

Se pensé que eséa cadena lateral podria ser la parte de
la molécula en donde residiera la actividad auxinica, pues la
estructura de la cadena lateral de la carbenicilina correspon
de de hecho al 4cido fenilacético (pues el fenilmalbnico f&i-
cilmente se descarboxila a 4dcido fenilaéético) el cual se sa-
be que posee actividad auxinica (46,64 ), y la porcidn de
6~-APA, aunque tiene un grupo -COOH no tiena anillo aromdtico
y por lo tanto., no seria un buen candidato. Si la cadena la-
teral es la responsable del crecimiento, el 6~APA no deberia
ser activo, y para investigar esto, se probé primero si éste

tiene alguna actividad en el crecimiento de los cultivos de
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pB. ternifolia por af sélo.

Se disefi un experimento en el que se probaron diversas
concentraciones de 6-APA en el crecimiento de callos de 3.
ternifalia, tanto en medio My3 suplementado con hormonas co-
mo en medio MyS sin hormonas. Se evalué 2l incremento en pe
80 fresco a los 30 dfas de cultivo. En la Tabla 8 del apéndi
ce vy la Fig. 4.2 se muestran los resultados obtenidos, en los

que puede apreciarse que:

- El &cido 6-APA no ejerce ningin efecto auxinico en los
cultivos de B. ternifolia con ninguha de las concentracio
nes probadas, ya gque los callos crecidos en un medio ain
hormonas no crecieron con 6-APA; los valores negativos en
el incremento de peso fresco se debieron a pérdida de agua

del tejido.

- El Acide 6-APA sin embargo, no es téxico para los culti-
vos, ya que los callos crecidos en medio suplementado con
hormonas crecieron normalmente a pesar de la presencila de

6-APA.

Se observS también que tanto el tejido como el medio de
cultivo de los callos a los que se lea agregd 6-aPA, presen~-
taron una coloracién amarillenta, a diferencia de los que no

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

Los resultados obtenidos con este experimento, sugieren
que la porcifn de 6-APA de la molécula de la penicilina, no

es la responsable de la actividad auxinica, pero si probable-
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Fig. 4.8 Efecto del Acido 6~APA en el crecimiento de
B. ternifolia.

A. MyS + X + 2,4-D
B MyS

Loz resultedos rapresentan el promedio de 5
repaticiones AP.F= incremento en peso fresco
después de 30 dfas de incubacién a 28°C y -
luz continua de 1000 lux de intensidad. Con-
tracibn de K=2.2 x 12™'M v de 2,%-p=4.5 x 10'6-

te
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mente la responsable de la coloracién amarillenta que toman

los cultivos cuando se incuban con carbenicilina.

con baseen los resultddos anteriores se formulé la si-
guiente hipStesis "La cadena lateral, puede liberarse por
ruptura del enlace amida que la une al 6~APA y es la respon
gsable de la actividad auxinica; por lo tanto, toda variacién
estructural en ella gue lleve a la pérdida de algunc de los
caracteres esenciales de una auxina {grupo ~CO0H y anillo
aromdtico), deben producir una penicilina inactiva para el

crecimiento de cultivos de Bouvardia ternifolia”.

Seqin esto, penicilinas como la ampicilina cuya cadena
lateral posee un anillo arom&tico pero en vez del grupo car
boxilo posee un grupo amino, serfa inactiva, y la_penicili-
na ¢ (bencil-penicilina), cuya cadena lateral corresponde

al Acido fenil acético sexia activa (Fig. 4.9).

Se probaron estas dos pénicilinas en callos de B. tarni-
folia evaluando el incremento en peso fresco a los 30 dfas
de cultivo. Para ambos casos, se emplearon tres concentracio
nes diferentes (0.5 mg/ml, 1 mg/ml y 2 mg/ml) de penicilina
en medio MyS @in hormonas y en medio MyS con hormonas (2,4-D

y Kinetina).

Ia Tabla 9 del apéndice y la Fig. 4.10 nos muestran los
resultados obtenidos con ampicilina:
- Los callos sembrados en medio MyS sin hormonas a0 crecen

en presencia de ampicilina,
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- A mayor concentracién de ampicilina, el incremento en peso
fresco fue menor que en los controles con hormonas, sugi-
riendo que la ampicilina es ligeramente :éxica para el cul
tivo. En el caso de loa cultivos sembrados en medio MyS
sin hormonas, también se observa la toxicidad de la ampici
lina con respecto al control que carecf{a de ésta, pues con
los callos a los que se les agregd en el medio de cultivo
ampicilina, se obtuvieron valores negativos de incremento

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

L.os resultados obtenidos con penicilina G (bencil—penié
cilina) se muestran en la Tabla 10 del apéndice, asi como en
la Figura 4.1l.Como se puede apreciar, la penicilina G produ
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 kinétina juntas., 1A concen~
tracién de penicilina G con la gque se obtuvo un mayor incre-
mento en peso freaco fue la de 1 mg/ml (BXIO-JM), que es la
misma concentracién con la que se obtuvo mayor crecimiento

usando carbenicilina.

Los resultados obtenidos con ampicilina y con penicili-

na G estdn de acuerdo con la hipétesis planteada.

Para corroborar lo anterior se probaron otras penicili-
nas en callos de B, ternmifolia en medio ¥yS sin hormonas., A

cada lote de 6 frascos de cultivo se les adiciond 1 mg/ml de

la penicilina a probar, y como control, a 6 frascos no se
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Fig. 4.11 Efecto de la Penicilina G.

A. M/S + K + 2,4-D
B. M/S

Los resultados representan el promedio de 5 repeticiones
AP,F.= incremento en peso fresco después de 30 dfas de in
cubacién a 28°C y luz continua de 1000 lux de intensidad.

concentracifén de K= 2.3X10"7M y de 2,4-D= 4.5%10" %y,
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les agregd antibiético. Todos los frascos fueron incubados
‘an las mismas condiciones, y a los 30 dias de cultivo, se
evalué el incremento en peso fresco producido. La Tabla VI
del apéndide y la Figura 4.l12 nos muestran los resultados gue
ae obtuvieron, en los gque podemos observar gque solamente la
carbenicilina y la penicilina G producen un efectoc hormonal

en los cultivos de Bouvardia ternifolia. Si observamos las

estructuras quimicas de estas penicilinas, vemos que en ellas
la cadena lateral consta exclusivamente de un anillo aromdti
¢o y de grupo carboxilo gue corresponderia, en el caso de la
carbenicilina, al 4cido fenil maldnico, y en el caso de la
penicilina G al dcido fenil acético, por lo gue estos resul
tados concuerdan con la hipStesis de que la actividad auxini
ca reside en la cadena lateral de la molécula de penicilina
pues los cambios estructurales en ella modifican la activi-

dad producida.

El dcido fenil malénico no posee actividad de auxina
per se pero es fdcilmente convertido en dcido fenil acético

por descarboxilacién.

Con estos resultados, se decidié buscar la causa de la
hidrélisis de las penicilinas en el cultivo, asi como pro-
bar el efecto del &cido fenil acético solo en el crecimien-

to de B. ternifolia.
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4.4 Degradacidén de las penicilinas en el medio de cultivo,

Con baseen los resultadcs anteriores se formuld la siguiep
te hipdtesis: "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 late

ral es transformada en auxina”,

Si la cadena lateral de 1la penicilina 5 y la carbenicili-
na es usada como auxina, sSuponemos que ocurre una ruptura de
la molécula de penicilina que libera a la cadena lateral del
6-aPA. La siguiente pregunta a responder serfa entonces si en
las células del cultivo ocurre esto debido a la presencia de
un enzima o se debe a una degradacién espontdnea de la penici-

lina en el medio de cultivo.

En general, las penicilinas son bastante estables en es-
tado s6lido "secc”, pero una vez en solucidén, pueden producir
se diferentes product;,os de degradacién, dependiendo de las
condiciones. En solucifn &cida, se pueden degradar espontdnea
mente a &cido penilico, mientras que en una solucién alcalipa
se puaden degradar a dcidos 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 panicilinas en medios de cultivo micro-~
biol6gicos, pero segin Ryan y colaboradores (63), la astabili
dad de distintos antibi6ticos incluyendo penicilinas es muy
buena en medio nutritivo con agar, comparable a la gal produc

to eh seco. De acuerdo con Batchelor y Cameron-wood (2), las
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penicilinas se pueden hidrolizar espontidneamente a 6-APA 8§

- lo en wn 0.2%.

para investigar esto se diseflaron dos experimentos:
Experimento 1:
3.6.1 Ensayo microbiolégico de deteccién de la presencia o
ausencia de halo de inhibicidén del crecimiento de

Agrobacterium tumefaciens (LBA 400l) que es sensible

a la carbenicilina.

La ruptura de la moléculg de peniqilina provoca la pég
dida de su actividad an£ibactsriana, por lo que si ocurrie~
ra una degradacién espontdnea no he presantaria halo de inhi
bicién de crecimiento bacteriano en las placas que tuvieran
soluciones dcidas o alcalinas gde carbgnicilina. Se pfeparg
ron 30 placas, en las ﬁue se probaron cinco concentraciones
de carbenicilina (lf 2, 3, P y 5 mg/ml), disueltas en agua
desionizada y ajustadas con NaOH 6 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 25°C durante 12 horas
al término de las cuales se midid el halo de inhibicién, ob

teniéndose los siguientes resultados:

- Hubo halo de inhibiecién en todas las placas excepto en las

placas control.
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- E1 tamafio de halo de inhibicién fué el mismo en todos los
pHs de cada una de las concentraciones de carbenicilina
probadas.

- A mayor concentracién de carbenicilina, mayor fué el tama
Ao del halo de inhibicién presentado, en todos los pH pro

bados.

La actividad bactericida en todas lag placas contenien
do carbenicilina indica que ésta no se degradé significati-
vamente en las soluciones en el intervalo de pPH de 3 a 9;
Expeiimehto 2:

3.6.2 Curva de crecimiento — DPH de cultivo en suspensién

de B. ternifolia.

Se determinaron los cambios que sufre el pH del medio
de cultivo duranpe'el crecimiento, a fin de investiéar si
ocurria algdn cambio brusco que pudiera producir la degraéa-
cidn'espontanea de la penicilina G. Se usaron éultivoa en
suspensién con tres tipos de medios: a) Medio MyS + H { con
2,4-D y kinetina) b) Medio MyS suplementado. con 1 mg/ml de
penicilina G y c¢) Medio MyS sin hormnnas. Como control se
emplearon matraces sin células con y sin panicilina ¢ (Fig.
4.14 letras d) y e) resﬁectivamente). Todos los matraces
fueron incubados a 25°C y 125 fpm por 20 dfas durante ios cua
les se fueron tomando muestras para evgluar el potcentajé de
PCV y el pH. La éigura 4.14 muestra l;s curvas de creclmiento
- pH obtenidas, en laq que podemos hacer las aiguientes obser

" vaciones:
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- Los controles sin células se mantuvieron en el periodo de
20 dIa; a un pl mis o menos constante que fué de 4.3 a
5.1, siendo el pH del control sin células con penicilina
ligeramente miAs acido gque el del medio siﬁ células sin pe
nicilina.

- En medio MyS con hormonas, el pH aumenta durante el perig
do de incubacién, desde 4.6 hasta 6.7.

~ En medio MyS sin hormonas, no hubo crecimiento y el pH
promedio hasta los 14 dias de incubacién fue de 4.6, des
puéds de Lgs cuales aument§ hasta 5.5,

~ En medio MyS con 1 mg/ml de penicilina G el pH fué aumen
tando desde 4.5 hasta 5.5 en los primeros 15 dfas de in-

cubacién después de los cuales hajé hasta 4.4.

Los reéultados mugsttén que el pH se mantuvo dcido du
rante el crecimiento en todas las condiciones probadas, en
un intervalo de 4.3 a 6.7, por lo que no hubo ningln cambio
brusco que pudiera provocir una dégradaciéh espontdnea de la
penicilina.

Estos resultades, junto con los del experimento anteriog
démuestran con élaridad que aunque pudiera haber algo de de
gtldaciéﬂ espontéﬁea de la penicilina durante el cultivo-no
-es lo suficientemente significativa como para suponer que
égta pueda ser la causa de la liberacién de la auxina de la

cadena lateral.'
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4.5 peterminacidn de actividad de penicilina amidasa in vivo.

Una vez establacido que la ruptura de la molécula de pe
nicilina no ocurre espontdneamente en el medio de cultivo, se
procedid a investigar la posible presencia de un enzima ami-

dagsa que degrade a la penicilina liberando la cadena lateral.

picha enzima se detecté indirectamente utilizando el sis
tema de bioensayo basado en la liberacién del compuesto p-ni
troanilina de color amarillo intensq a partir del compﬁesto-
inconoloro N-fenil-acetilnitroanilina, por la-accién de una

acilasa o amidasa (Dres.Carmen Giral y Rodolfo Quintero, comu
nicacién personal).

La Figura 4.15 nos muestra la reaccidn que ocurriria si las
célula; de ensayo tuvieran una enzima que produjera la rup-

tura del enlace amida que une al &cido fenilacético con la

p-nitroanilina. La iiberacién de enzima al medio produciria

una coloracién amarilla intensa.

Para probar si habia este tipo de hidrélisis en nuestro

cultivo de Bourvardia ternifolia, se inocularon 10 tubos de

cultivo con 0.5 ¢ de peso fresco de callo de 30 dfas de edad
{fase estacionaria), otros 10 tubos sin tejido fueron emplea
dos como control. Tcdos los tubos contenfan 6 ml de medio
basal My3 sin ﬁormonaa. A 5 tubos de cada grupo (con y sin
células} se les agregs 1 ﬁg/hl de N-fenilacetilnitroanilina,
para tener controles con y sin células y con y sin compuesto,

Todos los tubos fueron incubados a 2é°c con luz continua. A
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Flg. 4.15 Hidr61isis de N-fenil-acetilnitroanilina
por una amidasa.
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partir de los 8 dias se obaservé en color amarillo Unicamente
en los 5 tubos que teufan células y N-fenilacetilnitroanili-
na. Pl color amarillo se fué haciendo mds intenso a partir-
del 9° dfa de cultivo en estos tubos, como puede apreciarse-
en la fotografia de la Figura 4.16 Estos resultados sugirie-
ron que en los cultivos de B. ternifolia ocurre una hidréli-
8is enzimitica de tipo amidasa debida a la presencia de las-

células.

Es importante hacer notar que debido a la falta de hor
monas, no hubo crecimientc en ningin tubo con células, a pe
sar de que los que tenfan N-fenilacetilnitroanilina liberan

&cido fenil-acético, gue es una auxina.

Determinacién_de actividad de penicilipa amidasa in vitro
utilizando la técnica empleada para E. coli.

con excepcién del reporte de Alburn y colaboradores --
(1962, U.S. Patent 3,032, 473) sobre la ficina, una enzima
proteolitica que hidroliza fenoximetilpenicilina a 6€-APA,
en drboles del género Ficug, la revisién de la literatura -
no produjo ningln 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 B. ternifolia se decidié emplear el método idea-
do por Bomstein y Evans (5) para la determinacidén colorimé-
trica del 6-APA y empleado por diversos autores en estudios

de actividad de penicilina amidasa de Escherichia coli - -~

(25 . 74) .
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Fig. 4.16 Fotografia que muestra la hidr6lisis de

N-fenilacetilnitroanilina liberando
p-nitroanilina que tife el medioc de cultivo
en color amarillo. Ccomo puede observarsae,
esto ocurre solamente en el tubo que tiene
célulag y N-fenilacetilnitroanilina (e}

Los tres tubos contienen el mismo medio de

cultivo MyS sin hormonas con la variable de

que:

A: carece de N~fenilacetilnitroanilina

B: carece de células pero si tiene
N-fenilacetilnitroanilina.

C: tiene células y tiene N-fenilacetilnitroanilina
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Esta técnica mide el 6-APA producido por medio de la
base de Schiff coloreada que se forma por la reaccién de
su grupo amino con el reactivo de Ehrlich (p-dimetil amino
benzaldehido). Ia reaccién se mide colorimétricamente a

415 mm (ver metodologia, capftulo III).

Se aplicd esta metodologia como prueba preliminar de
la deteccidn de penicilina amidasa en cultivos en suspen-
gién de B. ternifolia de 14 dias de edad. Se emplearon cg
lulas cultivadas en tres tipos de medios: 15 MyS con hor-
monas, 2) MyS con hormonas con lmg/ml de carbenicilina y

3) Mys sin hormonas con lmg/ml de carbenicilina.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.l1l7

en la que podemos observar que:

-~ Hubo actividad de penicilina amidasa en las células prove
nientes de los tres tipos de medio de cultivo, detectén
dose mayor actividad en las células que hablan . cre

cido’ en un medio sin hormonas suplementado con carbeni

cilina.
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®EDIO DE CULTIVO.

Estimacién colorimétrica de 6-APA basada en 1la absorban
cia del cromégeno formado por la reaccién del grupo ami
no del 6-APA con el p-dimetil-aminobenzaldehido (PDAB).
Se usaron células de 14 dias de edad. ras 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 antibidtico

cA = control, medio Ms&8 sin hormonas + carbenicilina

A = medio basal M&S con carbenicilina

condiciones de reacci6n: pH=8.0, (carbenicilina)=25 mM,
tiempo de reaccibn = 30', buffer de fosfatos 0.03 M.
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- También se detectd actividad, aunque mucho menor, en los
tubos control, a pesar de que se les adicion® alcchol pa
ra parar la reaccibn en el tiempo cero y de que no fueron
puestos a incubar en el bafio a 40°C con agitaciébn cons- -
tante. Esto pudo deberse a que el alcohol no penetra

bien a las células y de todos modos hay reaccién.

Estos resultados indican que las cé&lulas de Bouvardia
ternifolia, forman un pr;)ducto que posée un grupo amino que
reacciona con el PDAB, cuando han sido cultivadas en un me-
dio suplementado con antibibtico., 5in embargo, é&ste no es
un reactivo especifico para el 6-APA ya que otros compues-
tos con grupo amino libre incluyendo los é4cidos peniclloi-
cos pueden reaccionar y formar productos coloreadus. Los
resultados por lo tanto, no excluyen la posibilidad de una
reaccibn inespec{fica. Para tratar de descartar esta posi
bilidad, se disefi un segundo experimento con los medios

de cultivo solos y con células., Se incluyd penicilina G

y se suprimi6 la glicina del medio MysS.



SERIE a: 1)
2)
3)
SERIE B: 4)
5)
6)
SERIE C: 7)

8)

9)
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M&S con hormonas (2,4-D y kinetina)

MsS con hormonas + lmg/ml de carbenicilina
#sS con hormonas y lmg/ml de penicilina G
M&S sin hormonas

M&S sin hormonas + lmé/ml de carbenicilina
M&S sin hormonas + lmg/ml de penicilina G
M&S sin hormonas y sin glicina

M&S sin hormonas, sin glicina + lmg/ml de car
benicilina

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 dias

se midié la absorbancia a 415 mm de la siguiente manera;

10 ml de cada uno de los matraces con c&lulas se cen-.

trifugaron a 3000 rpm durante 10'. A 0.2 ml de sobrenadan-

te 8€ les agregaron 4.8 ml de etanol absoluto y 2.5 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 alicuotas directamente sin centrifugar.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

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

células;

la absorbancia fue en todos los casos cero.

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

de crombgeno formado por reaccién del PDAB con el grupo

amino de algiin compuesto presente en el sobrenadante co
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rrespondiente a los cultivos de células de 8 dias de edad
incubadas con antibiStico (Serie A 2 y 3 y Serie B 5y 6,
Aunque los resultados sugieren la formacién de 6-APA pro
ducidos enzimdticamente a partir de la penicilina, los

resultados no son conclupentes por lo que se procedid a la

identificacién de éste por cromatografia en placa fina.

Determinacién de actividad de penicilina amidasa en protoplas-

tos y en extractos celulares.

Los protoplastos se aislaron a partir de cultivos en sus-
pensién de B. ternifolia de 7 dias de edad (fase de crecimien-
to lineal) a los cuales se les determiné actividad de penicili
na amidasa, siguiendo las técnicas descritas en el punto 3.8
del capf{tulo III, con la dnica variante de que la preparacién
de protoplastos no fue lavada para evitar que sufrieran lisis

antes de hacer la mezcla de reaccidn.

LA mezcla consistié de 2 ml de la preparacién de proto-
plastos en medio MyS + 9% de manitol, 3 ml de bhuffer de fosfa
tos 0.03 M pH 8.0 ¥ 0.2 ml de Penicilina G. la actividad enzi-

mdtica fué determinada por triplicado.

Al mismo tiempo se determind la actividad de penicilina
amidasa en células intactas y en extractos celulares para lo
cual se utilizaron células de cultivo en suspensién de 7 dfas
de edad crecidas en medio MyS ain hormon;s suplementado con

1 mg/ml de penicilina G.
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MEDO OE CULTIVO.

Estimacién colorimétrica de 6-APA en el sobrenadante coO
rrespondiente a cultivos de células en diferentes medios.

Serie A2 -
A3 -~
Serie BS5 -
B6 ~

M&S
M&S
M&S
M&S

con hormonas
con hormonas
gin hormonas
sin hormonas

y 1 mg/nl de carbenicilina
y 1 mg/ml de penicilina G
y 1 mg/ml de carbenicilina
y 1 mg/wl de penicilina G
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para la obtencién del extracto, las células fueron lava
das y homogenizadas a 4°C durante 3 minutos a mixima veloci-
dad, Se centrifugbd para bajar restos celulares y la activi-
dad de penicilina amidasa se determind en el sobrenadante se
gin la técnica empleada para células intactas (Capitulo III

3.8), tomando muestras a los 30 y los 90 minutos de reaccidn.

Los resultados de las mediciones aparecen en la Figura 4.19

A (células), B {citeosol) y C (protoplastos), en los que se

puede apreciar lo siguiente:

-~ A mayor tiempo de reaccifn se obtuvo mayor absorbancia.

~ S6lo se detect6 actividad de penicilina amidasa en células
intactas y en extracto celular. No se detectd en pxoto-
plastos, debido, probablemente, a que la enzima estid aso-

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

Determinaciédn de actividad de penicilina amidasa con proteina

total.

Para determinar si la enzima estd asociada a la pared ce
lular, se midié la actividad de penicilina amidasa en la pro-
tefna total obtenida por precipitacibén con sulfato de amonio

al 80% proveniente de 3 tipos de extractos:

a) Un extracto de células de 7 dias cultivadsscon o sin lmg/
ml de penicilina G homogenizadas a 4°C durante 3 minutos
y centrifugado a 3000 rpm para eliminar los restos celula
res. El sobrenadante fué saturado copn sulfato de amonio

al 80% para precipitar la protefna total, la cual fud dia
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Fig. 4.19 Determinacién de actividad de penicilina amidasa
en células (A), extracto o citosol (B) y en pro-
toplastos (C) de B. ternifolia,

Tiempo de reaccién = 30 minutos

D Tiempo de reaccién = 90 minutos
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lizada contra buffer de fosfatos 0.03 M y cuantificada
por el método de Lowry.

b) Un extracto de protefna de la pared celular obtenido
dal sobrenadante de una preparacién de protoplastos sa
turado con sulfato de amonio al 80%., Esta fraccién,
que contenia la solucién enzimdtica para la produccién
de protoplastos mds los restos de degradacién de la pa
red celular, recibié el mismo tratamiento que la prete£
na total obtenida del extracto celular. La solucién
enzimitica consistié de celulasa, driselasa, manitol,

sales minarales y sorbitol (ver punto 3.8 del capfitu-

lo 1I11).

¢) Un extracto de protoplastos homogenizado a 4°¢ en buffer
de fosfatos 0.03 M pH 8.0. EL homogenado fue saturado
con ;ulfato de armonio al 80% para precipitar la pro-~
tefna total, la cual fue también dializada y cuantifi-

cada por el método de Lowry.

La determinacidén de la actividad de penicilina amidasa
se hizo por triplicado para los tres casos por el método
empleado con células intactas (técnica descrita en el punto

3.6 del capftulo IXI).

La Fig, 4.20 muestra los resultados obtenidos en los que
ge obaerva que se detectaron en general rastros de cromdge
no con la proteina de los tres tipos da extractos, siendo

mayor la cantidad de absorbancia obtenida con la fraccidn

de proteina correspondiente a la solucién enzimdtica + pa-
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Pig. 4.20 Determinacién de actividad de penicilina amidasa
en proteina total de pared celular (A}, de protg
plastos (B) y de extracto celular (C).

controles: tiempo cero de reaccién

Ej Tiempo de reaccidn: 30 minutos



97

red celular, tanto en el tiempo cero (control) como a los 30

minutos de reaccién.

Esto sugiere nuevamente gue la enzima estd asociada a -
la pared de las células de B. ternifolia, pero en tanto no se
aumente la sensibilidad del método empleado, estos resultados no
son concluyentes  puasto que también se detectaron rastros

de actividad de penicilina amidasa en protoplastos.

4.9 Determipacién de actividagd de penicilina amidasa in vitro..

utilizando'la tecnica modificada para ?, ternifolia.

En los experimentos anteriores se pudo detectar de una
manera indirecta la formacién de 6-APA en los cultivos de B.
ternifolia al incubarlos con penicilina G y carbenicilina, me
diante.la técnica 4e Bomstein y Evans (5) en la cual, el
6=-APA reacciona con p-dimetilaminobenzaldehido para formar
una base coloreada de Schiff. Sin embargo, el uso de esta

técnica, muy utilizada en E. coli, en células de Bouvardia

ternifolia presentd varios problemas que pudieran provocar
que la estimacién de la actividad de penicilina amidasa fuera

subestimada o no detectada. Estos problemas fueron:

a) Rango dea sensgibilidad.
Se obseryé que esta técnica proporcionaba baja sen-
sibilidad ya que algunas veces s6lo se detectaban rastros
de crombgeno. Se vidé que concentrando un mayor volumen-

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

no se manifestaba absorbancia, por lo que la presencia
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de la enzima algunas veces no era detectada. -ademéds, si
-la mezcla de reaccidn se dilufia demasiado con tuffer o
con etanol absoluto, se provocaba una disminucidén 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 s6lo se detectaron "rastros” de cromége
no, se hicieron las mediciones utilizando células de 72 8
dfas de edad, es decir en inicio de la fase de crecimien
to exponencial (Figuras 4.18, 4.19 y 4.20), mientras que
cuando se determind la presencia de 6-APA usando células
de 14 dias de edad es decir, de fase estacionaria, si se
obtuvo mayor absorhancia (Fig. 4.17).

La actividad de la amidasa puede entonces subestimar
se al buscar 6-APA libre en los medios de cultivo de 72 8
dfas de edad debido a que la sensibilidad del método tiene
un limite; la curva patrbn de concentracibén de 6-APA con-
tra absorbancia, s6lo es lineal en un rahgo de 600-4000 aug
de 6-APA por ml y en células de esta edad, que empiezan
a crecer y por lo tanto a utilizar la penicilina como fuen
te hormonal, la cantidad de 6-aPA que podria ser liberado
al medio es muy pequefla y no alcanza a ser detectada por
el método empleado.

Esta observacibn también puede indicar que la presen
cia de la penicilina en el medio de cultivo es lo que es-
timula la biosintesis de la penicilina amidasa,‘y hace

que la etapa’lag”de crecimiento sea m&s larga.
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b) Efecto del alcohol absoluto
Se observ6 que el etanol absoluto, no detiene comple
tamente la reaccilin, ya que los controles con penicilina
a los que se agrega alcohol al tiempo cerg siempre forman
cromégeno, pues absorben a 415 nm. Para verificar esto se

hicieron algunos experimentos en los que se afladi6 alcohol
desde el tiempo cero de incubacidn a 40°C y, tanto en los

tubos a los qQue se afiadi6 desde el principio como en los
gue s8lo se agregd para detener la reaccién, hubo absor-
bancia a 415 nm, aunque ésta fué considerablemente menor
en los que tenfan alcohol desde el tiempo cero. Estos re
sultados sugieren que debia existir algun problema de

permeabilidad que impidibé al alcohol penetrar a las célu

las y detener la reaccién.

c) Tiempo dg reaccibn,
Se observd que si se aumentaba el tiempo de reac-
cidn a 72 horas, se obtenia mayor absorbancia a 415 nm.
d) El desconocimiento de las condiciones éptimas para la
medicién de la enzima en los cultivos de Bourvardia ter-
nifolia, tales como pH éptimo, concentraci®dn de sustrato
6ptimo, etc., ya que excluyendo este trabajo, no existen
reportes hasta esta fecha de la existencia de esta enzima
en vegetales, con excepcidn del reporte de Alburn, Grant
y Clark sobre la ficina en &rboles del género Ficus
(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 decidi® hacer cambios a la me-

todologia empleada en la estimacidn colorimétrica del -

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

que el método colorimétrico no es especifico para el
6~-APA producido.

Se hicieron dos experimentos de determinacibébn de activi
dad de penicilina amidasapor estimacidn colorimétrica del
6-aPA, modificando los pardmetros de reaccién de la siguiente
manera:

- -Experimento 1, pardmetros:

Temperatura de la mezcla de reaccidn 40°C
PH inicial 8.0
Buffer de fosfatos -. 0.03 M
concentracién de penicilina 25 mM

* Tlempo de reaccidn : 70 Hrs.

* = Modificacdidn

- Se tomaron alicuotas de 15 ml de cultivos de B.ternifolia
en suspensién en fase estacionaria crecida en un medio 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. Se prepararon 2 mezclas de reac
cibén 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 3 tipos de mezclas sin penicilina, sin celulas
y con alcohol desde el principio. Todas las mezclas de reag
cién fueron colocadas en matraces de 250 ml y puestas a in
cubar en un bafic de 40°C conh agitacién 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 reaccidn. A una nuestra se le
agregaron 4.8 ml de etanol absoluto, se centrifugé a 3000
rpm por 10 min, se decantd y al sobrenadante se le adicioné
2.5 ml de PDAB. A la otra muestra no se le agregé algohol,
s6lo se le adiciond 2.5 ml de PDAB.

En la Figura 4.21 se presentan los resultados que se ob
tuvieron con las muestras a las gque no se les agregb etanol
absoluto para detener la reaccién y la Figura 4.22 los resul
tados obtenidos con las muestras a las que s{ se les agre96
alcohol absoluto. Tanto las muestras de los controles como
las tomadas en el tiempo cero al inicio de la incubacién a
40°C, no presentaron absorbancia, En estas gréficas podemos
observar que:;
~ E1 etanol absoluto agregado para detener la reaccibdn, pro-

voca una gran disminucién en la deteccibn 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 muastra de reaccibn al
agregarle alcohol.

- Se observa un pico miximo de absorbancia en todos los casos,

a las 70 horas de reaccién.

- Las células que provenian de cultivos mantenidos en un me
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Fig. 4.21 Determinacién de actividad de penicilina amidasa en
cultivos en suspensidn de B.ternifolia sin agregar-~
alcohol absoluto para parar la reaccién.

pH de reaccién = 8.0

Mezclas de reaccidn:

con penicilina G
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con penicilina G + DMSO
con hormonas + DMSO
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Fig. 4.22 Determinacién de actividad de penicilina acilasa
en cultivos en suspensidén de B, ternifolia agre=-
gando alcohol absoluto para parar la reaccién.

pH de reaccién = 8.0
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con penicilina G
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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, tanto en presencia de DMSO
como en ausencia de éste. La mayor absorbancia se presentd
en las que se les agregd 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 habian sido crecidas con penicilina, no
ocurrid lo mismo al agregarlo a las células que habian sido
crecidas con hormonas.

~ Experimento 2, parametros:

Temperatura de la mezcla de reaccidn . 40°c

* pH inicial 6.0
Buffer de fosfatos : ' 0.03 M
concentracién de penicilina 25 aM

*» Tiempo de reaccién ) 70 hrs.

* = Modificaciones
Se toﬁaron alicuotas de 15 ml de cultivos de B.ternifolia en
suspensién 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 contenfan células I
6 IT v buffer, pero sin penicilina. Todas las mezclas de
reaccidn fueron colocadas en matraces de 250 ml y puestas a
incubar al mismo tiempo que todas las mezclas del experimen
to 1, en un bailo a 40°C con agitacidén constante durante un

minimo de 70 horas,



105

Se tomaron también 2 muestras de 2 ml cada una de cada matraz
a partir de las 70 horas de incubacidn. A una muestra se le agre-
g6 etanol absoluto y PDAB y a la otra se le agregé solamente PDAB.
La Fig. 4.23 muestra los resultados obtenidos con las muestras a
las que no se les agregd etanol absoluto para parar la reacci6n,
mientras que la FPig. 4.24 muestra los resultados obtenidos con las
muestras a las que si se les agregd alcohol. Debido a que este ex
perimeato se realizé al mismo tiempo gque el experimento 1, y por
tanto, en las mismas condiciones, podemos hacer una comparacidn en
tre los resultados de ambos, destacando las siguientes observacio-

nes:

- Se obtiene mayor absorbancia con las mezclas de reaccibén a

pPH 6.0 (experimento 2) que a pH 8.0 (experimento 1l).

-~ Los controles en ambos experimentos, asi como las muestras
tomadas en el tiempo cero al inicio de la incubacién, no

presentaron absorbancia.

- Al igual gue en el experimento 1, se observa en el experi-
mento 2 un pico méximo de absorbancia a las 70 horas de reac
cifn asi{ como el que las células que hablan sido cultivadas
con penicilina (caso II)son las que presentan una mayor ab-
sorbancia, es decir, presentan mayor actividad de penicili-
na amidasa.

- E1 etanol absoluto agregado paraddener la reaccién provocd
también en el experimento 2 una disminucién en la dateccién

de 6-APA (Fig. 4.24).
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Por lo tanto, estos dos experimentos realizados simulté
neamente, nos mostraron que para la deteccién de 6-APA como
producto de reaccicn de una acilasa presente en Bouvardia ter-
nifolia, debfamos cambiar el pH de reaccifn a 6.0 y que de-
bfamos utilizar otra sustancia o método para detener la reac-
cién que no fuera alcohol absoluto, ya que éste disminuye la

gsengibilidad de deteccién de la técnica con PDAB.

Determinacién de actividad de penicilina amidasa por iden

tificacién de 6~-APA en cromatografia en placa fina.

Para detectar la aparicién de 6-APA como medida de la
actividad de penicilina amidasa, se incubaron células de B.-
ternifolia con penicilina G en diferentes condiciones, y el
producto de las reacciones se identificé directamente por

cromatografia en placa fina.

Se utilizaron células de cultivos en suspensién de 1l3gfay
de edad, en fase estacionaria, que habfan sido crecidas en
un medio carente de hormonas suplementzdo con 2 mg/ml de pe-
nicilina G. Se prepararon 5 tubos de cada mezcla de reaccién

con las siguientes condiciones:

2 ml de celulas resuspendidas en buffer 2 X 105ce1ulas/m1
Temperatura de la mezcla de reaccién 40°C

pH inicial 5.0,6.0,7.0 y 8,0
Buffer de fosfatos 0.3 M

0.1 ml de penicilina .25 mM

Tiempo de reaccién 30', 60' y 90
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Se pusieron también controles sin céiulas y sin penicilina G.

Se tomaron alicuotas de 0.2 ml de cada tubo en el tiempo
cero y a los 30',60'y 90min de reaccién. Se apartaron SpHl de
cada muestra para utilizarlas como problema a identificar por
cromatografia,

Para la identificacién del producto de reaccién se utili
z6 la técnica descrita en el punto 3.9 del Capitulo III. Cada
placa se dividid en carriles, y en cada uno se puso la mues-
tra problema de 54l a una distancia de 3 cm del borde de la
placa. Se pusieron también 5uml de soiucién de 6-APA, 54l de
solucién de penicilina G y 58l de solucién de dcido fenil acé

tico como testigos.

Los rgsultados obtenidos fueron:

~ En todos los carriles con muestra problema aparecieron
manchas con el mismo Rf que la mancha correspondiente
a la solucién de 6-APA puesta como testigo.

~ Las manchas mids intensas y grandes se observaron con
las muestras correspondientes a los pH de reaccidén 8.0
y 7.0, mientras que a pH 5.0 y 6.0 aparecen mds peque-
flas y presentan ademis una mancha con igual Rf que la
penicilina testigo.

- No se detect6 ninguna mancha de &cido fenilacético,

Es interesante hacer notar que el pH con el que se datec
té mayor cantidad de producto con el método de cromatografia

en placa fina no es el mismo que el pH con el que se detectd

mayor cantidad de cromdgeno utilizando la técnica colorimétri
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ca con PDAB, ya que con las cromatoplacas se obtuvo més
6~APA a pH 7.0 y 8.0, mientras que con PDAB, el pH 6.0 fué
con el que se obtuvo mayor absorbancia. Esto puede indicar
que el pH 6ptimo de accién de la penicilina amidasa, es dife
rente del pH al cual reacciona el PDAB con el producto
6-APA para formar la base de Schiff que se mide colorimé-

tricamente.

1a deteccidén directa de 6-APA ern cromatografia en pla-

ca fina, indica que las células de Bouvardia ternifolia rom

pen la penicilina liberando 6-APA, debido a la aécién de

una penicilina amidasa.

Efecto del 4cido fenil acético en el crecimiento de cultivo

de B. ternifolia.

Una vez que se detectS que B. ternifolia posee una en-
zima con actividad de penicilina amidasa, que uno de los
productos de reaccidén es el 6-APA y que éste por sf sélo no
produce crecimientn de los cultivos (punto 4.3 de este Capi
tulo), la hipétesis siguié siendo la misma. " la activi
dad auxinica de la carbenicilina y de la penicilina G se de
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 auxfnico es transformada la

cadena lateral de la molécula de penicilina,

Como se hab{a mencicnado anteriormente, si se separa

la cadena lateral de la carbenicilina por accidén de una ami
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dasa, el producto liberado es el $cido fenil malénico el cual
-es fAcilmente descarboxilado para producir &cido fenil acéti-
co. En el caso de la penicilina G, la cadena lateral separa-
da del 6-APA corresponderia al dcido fenil acético. Existen

.reportes en la literatura (46, 64) que indican que este 4cido
posee actividad auxfinica, por lo que este producto se convir-
tié en el principal candidato para explicar la actividad auxi

nica de estas penicilinas.

Sin embargo, en un experimento anterior obtuvimos resul

tados contradictorios:

- En la determinacidn de penicilina amidasa in vivo usan-
do N-fenilacetilnitroanilina, no hubo crecimiento en
ningin tubo con células de B. ternifolia, a pesar de
que Se libera &cido fenil acético por accidn de una
amidasa, que hace que se rompa el enlace que une a &s
te con la p-nitroanilina que tifid intensamente de
amarillo el medio de cultivo, aunque posiblemente el
compuesto coloreado pudo haber producido efecto inhi
bitorio sobre el cultivo.

En la determinaci6n de la actividad de penicilina ami
dasa por identificacibédn de los productos de reaccidn

en cromatografia en placa fina, no se pudo detectar dci
do fenil acético ya que los vapores de yodo utilizados
para la identificacibn de las manchas son retenidos

fuertemente por 6~APA, y en menor grado por la penici,
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lina, pero no son retenidos por el &cido fenil acéti-
co ya que tampoco se identificé la mancha correspon-

diente a este 4cido puesto como testigo.

Para descartar la hipétesis de que la auxina que se pro
duce es el dcido fenil acético se investigd si este dcido
por si 36lo tiene alguna actividad en el crecimiento de Bou-

vardia ternifoplia, Se diseil® un experimento en el gue se

probaron primero concentraciones de dcido fenil acético del
orden de 10—6 M, equivalentes a la concentracién de 2,4-D

que se usa para el mantenimiento de los cultivos (4.5 X IO“GM).
Las concentraciones de Acido fenil acético probadas en callos
fueron 2 X 107%M, 4 x 10”6 y 8 x 10‘6M, en forma de sal de
sodio, en medio basal MyS sin hormonag. Estas concentraciones
se probaron también en medio MyS con hormonas (2,4-D y kine-
tina); como control se prepararon también 5 frascos sin hor-
monas + Adcido fenilacético. En cada uno de los frascos se
sembré 1g de peso fresco de callo de B.ternifolia en fase esta
cionaria y se evalud el creciﬁiento por incremento en el pe-

s0 fresco a los 30 dias de cultivo,

La Tabla 12 del apéndice y la Pig. 4.25 muestran los re
sultados en los que podemos apreciar que:
- No hubo crecimiento en los callos de R, ternifolia con nin
guna de las concentraciones probadas de dcido fenil acéti-
co como Unica fuente de auxina.

-~ El dcido fenil acético redujo levemente el crecimiento de

los cultivos tanto en medio suplementado con hormonas como
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carente de ellas.
Bstds concentraciones de 4cido fenil acético pudieron
haber sido muy bajas para mostrar una actividad auxinica,

por lo que se procedif a probar concentraciones mayores.

Si la penicilina fuera degradada 3l 100% por la aczcidn
de la penicilina amidasa, la cantidad de 4cido fenil acéti
co gie podria liberarss al medio serfa de 1.5 X 10‘3M con 2
mg/ml de penicilina, 0.8 X 1073 con 1 mj/ml de penicilina
y 4 X 10 %M con 2.5 mg/ml de penicilina.

Se probaron por lo tanto, concentraciones de 1 X 10"3M,

4 5q e 4cido fenil acético solo Yy, pues-~

1Xx 10 y1x 10
to que al 6-APA es uno de los productos de la reaccién al
agregar penicilina, se afiadi6 éste en concentraciones equi

molares.

;
i
)

Todos los frascos fueron inoculados con 1 g de peso
fresco de callo en fase estacionaria y se incﬁbaron a 28°C
y 1000 lux de intensidad luminosa: la Tabla 13 del apéndice
y la Pig. 4.2 muestran los resultados del incremento en
peso fresco a los 30 dfas de cultivo:
~ Mo hubo un crecimiento significativo en ningun caso excep
to en los frascos que tenian medio Mys suplemantado'éon
hormonas (2,4-D y kinetina). Sin embargo s{ hubo una pe-
quefla estimulacién del creciéiento a concentraciones de

1 X 10'3M y 1 X 10_4M: los resultados, sin em?grgg, no

nos permiten concluir que el &cido fenil acético solo

ejerza alguna actividad auxinica a las concentraciones



114

a ;.F (G

+

N\, ’ { \ S ——

8 \‘i*\ o - —-

,/
\
;o

.o;_._..___.

R P

(-} 2 4 [ ] L4

CONCENTRACION DE AC. FENIL ACETICO (X10-8 M)

Fig. 4.25 Efecto del &cidoc fenilacdtico en el crecimiento
de cultivos de B. ternifolia.

A - Ms&S + hormonas {1 mg/1l de 2,4-D y 0.05 mg/1 de ki
netina).

B - M&S

P.F = inc¢remento en peso fresco a los 310 dias
e cultivo a 28°C y luz continua de 1000 lux.



115

(G)
®

ae.r

20 f—-—

o
i
I
-
—

; |

'
| .
i [
'
—
] i e

i L

) : 1

1
- .adl*g.—-_--* A t
i
|

¢
L i | f i
0.0000! 0.0000 0.001 0.0t ol

SO I

CONCENTRACION (M)

Fig. 4.26 Efecto del 4cido fenil acético solo y con
6~APA en el crecimiento de callos de B. =
ternifolia.
A M/S:+ acido fanlilacético
B M/S + acidc fenilacético + 6-APA (equimolares)
P.F = incremento en peso fresco a los 30 dlas de
cultivo.



4.12

116

probadas.
- Tampoco hubo un crecimiento significativo con 4cido fenil
acético + 6-APA on cantidad equimolar con respecto al con

trol.

Estos resultados no concuerdan con la hQ6tesis de que
la actividad auxinica de la penicilina G se deba a la libe-~
racién de dcido fenil acético y abre nuevas interrogantes

que serdn discutidas en el siguiente punto de este Capfitulo.

Discusién final

En los experimentos anteriores, se obtuvo gue las célu-
las de B. ternifolia poséen una p2nicilina amidasa que les
permite utilizar a ciertas penicilinas como fuente hormonal
para su crecimiento. Sin embargo no esta clarobcuil es la

auxina o los compuestos que se producen a partir de la peni

.cilina responsables del crecimiento de los cultiveos. Existen

varias interrogantes con respecto 2 estos resultados, que

son las siguientes:

A) ¢la cadena lateral de la penicilina es transformada en
otro catabolito con actividad auxinica que no necesaria
mente sea el dcido fenil acético?

Obviamenée esto es muy posible, pero antas de des-
cartar al dcido fenil dcetico como la auxipa probable
resultante de la liberacién de la cadena lateral de la

penicilina G y de la rcarbenicilina es necesario probar

si concentraciones mds altas (IO'ZM) de éste,sf muestran
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actividad auxfnica. También debe investigarse si el Adcido
fenil acético necesita la presencia de una citocinina pa~
ra mostrar actividad auxinica.

Existen reportes de varios autores (46) de que en mu-
chos tejidos vegetalea 1» citocinina es inactiva para pro
mover la divigsién celular en ausencia de auxina, y de que
ésta a su vez, en ausencia de una citocinina, sélo produ-
ce alargamiento celular pronunciado pero no se dividen
las células, es decir, los cultivos requieren de ambas pa
ra su creciﬁiento. Por tanto, el siguiente paso seria in
vestigar qud ocurre a las células de B. ternifolia si se
las cultiva con écido.fenil acético mds kinetina, y tam-
bidn probar la actividad de otras penicilinas tales como
la penicilina v, ya que ésta seria hidrolizada en 6-APA y
4cido fenoxiacético, que como se sabe, tiene actividad
auxfnica,

B) ¢Indica la penicilina la sintesis de otros reguladores?
Es probable que toda la molécula de penicilina sea impor
tante y que no a6Slo sirva como precursora de auxina sino
también de alguna citocinina, puesto que la penicilina
sola produce el mismo efecto que la auxina y kinetina
juntas, Ademis, con los resultados de varios experimen-
tos se ocbgserva que se retarda la fase lag del crecimien-

Ato al agregar penicilina y esto podria ocurrir porque se
egtuvieran formando hormonas a partir del antibiético

precursor © porque la penicilina activara a procesos de

biosintesis de hormonas. wyickell y Finlay (49) en 1954
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estudiando la estimulacién del crecimiento con oxitetraci
clina en Lemna minor encontraron que cuando aumentaban
los periodos de crecimiento, aumentaba conasiderablemente
la estimulacién resultante, y que esto sugiere que la es-
timulacidén del crecimiento obtenida puede ser debida a
los productos de degradacifn de la oxitetraciclina mds
bien que a la molécula de antibidtico por si misma. Obaer
varon ademds que el metabolismo hormonal de la planta tra

tada estaba afectado.

¢ Incrementa de alguna manera la actividad auxinica la
unidén al 6-APA (el enlace amida)?

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que es-
to ocurre en las células de B.ternifolia, ya que el dcido
fenil acético adlo no es significativamente activo a las
concentraciones orobadas pero s{ lo es unido al 6~APA
(penicilina G). Nickell y Celmer en 1965 (54) reportaron
que el Ala y el dcido fenoxiacético que por s{ solos son
auxinas activas, lo son mucho mds en forma de sus deriva-
dos penicilinicos al estudiar el efecto de algunos anti-
biSticos in vitro de Lemna minor. Reportan también gue el
dcido fenil acético 86lo no produce crecimiento pero en
unién con el 6-APA (penicilina G) si es activo; y que el

6-APA por sf s0lo también estimula el crecimiento.

éQuiere decir esto gue las penicilinas son mds permea
bles, es decir, entran més fdcilmente las auxinas a las

células en forma de penicilina que solas? mnruestros re-~

sultados concuerdan con estos, pero no con el reporte de
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que el 6-APA estimula el crecimiento, por lo que es necesa
rio probar si hay crecimiento en B.ternifolia al suplemen-
. tar el medio con 6-APA en presencia de kinetina.

La solubilidad en lipidos de moléculas no ionizadps es
uno de los factores importantes que determinan el paso de
drogas a través de membranas biolégicas.

La penetracidn de moléculas a trav8s de éstas puede deg
pender de los cambios en el caricter lipofilico del compues
to (3). ¢Son entonces mas lipofilicas las auxinas en forma de
derivado penicilinico? aunque también podrfa occurrir que hu
biera receptores a nivel de membrana o de pared celular que
raconocieran a compuestos tipo penicilina.

con respecto a la actividad de penicilina amidasa encon
trada en los cultivos de B. ternifolia existen varios
problemas muy Interesantes de resolver, como el de que cuil
es e; papel fisiocl6gico que juega esta enzima en los orga-
nismos que no producen antibi6tico. Aunque podria pensarse
que juega un papel de proteccidén contra penicilinas produci
das naturalmente en el suelo por hongos.a cuya influencia,
podrian estar expuestas las raices, se ha reportado que en
general les confiere una ventaja nutricional en presencia de
algunos sustratos fenilacetilados (25,74). Acevedo y Cooney

(1) encontraron que la penicilina amidasa de Bacillus megate-

rium se produce como un metabolito asociado con el crecimien
to. Mydri (55} comparé la desacilacién de la penicilina g y
de la fanilacotilg;icina en E. coll y encontrd que la activi
dad de la penicilina amidssa era inherente a la fase de cre

cimiento exponencial. 1Los resultados presentados en aste

trabajo concuerdan con estas observanciones reportadas.
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Gotovtseva y cabhoradores (23, 74) detectaron actividad de

penicilina amidam en Bacteriud faecalis alcaligenes y encontra

ron que el triptofano y otros derivados indélicos asi como el
dcido antran{lico estimulaban la bios{ntesis de penicilina amida
sa. También Cole (16), Kaufmann y Bauer (32) y Lucente (38), re
portan en bacterias que la enzima es una fenilacetilasa o una
amidasa que puede interferir en el metabolismo de acilamidas y

derivados, as{ como en el matabolismo del triptofano.

En células vegetales hasta la fecha no existen reportes de
esto, sin embargo, si la enzima tiene relacién con sl metabolis
mo del triptofano y otros derivados indélicos en bacterias, es
posible que ocurra lo mismo en las cd@lulas de B. ternifolia vy
que como estos compuestos son precursores del AIA, la penicilina

amidasa sintetice auxina.

.con respecto al sitio de accién de la penicilina amidasa,
existen varios reportes en bacterias: de acuerdo a Lepidi y co-
laboradores (36), la hidrélisis de 1a penicilina G a G-APQ,eéti
acoplada con la transferencia del grupo fenil acetil a recepto-
res celulareg principalmente a conatituyentes de la pared celu-
lar. También Pruess y Johnson (60) encontraron en estudios de
fraccionaci6n con la penicilina amidasa de E. ggli,que‘la mayor
actividad estd en la fraccidn correspondiente a la pared celu-
lar. Los resultados obtenidos en esta tesis con células vegeta-
les concuerdan con esto, ya que en la prepurificacién de la pa=~

nicilina amidasa por saturacién con sulfato de amonio se obtuvo

mayor actividad en la fraceiédn correspondiente o la Pared celular.
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V. CONCLUSTONES

El objetivo inicial de esta tesis fue el de investigar los

siguientes puntos:

a) Determinar si la carbenicilina tiene actividad auxinica
en los cultivos de 3. ternifolia.
b} ¢Qué otras penicilinas prcducen este efecto?

¢) ¢ A qué se debe este efecto?

Ia respuesta a estas preguntas estd dada por las siguientes

conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

B. ternifolia no crece en un medio carente de hormonas.

La presencia de carbenicilina ¢ de penicilina ¢ gon determi
nantesApara el crecimiento en un medio carente de hcrmonas.
Las penicilinas que fueron activas para producir crecimien-
to fueron Unicamente aguellas en las que la cadena lateral
correspondia a una éuxina (carbenicilina y penicilina G)
por lo que los cambios en la cadena lateral de la penicilina
modifican la actividad producida.

En los cultivos de B. ternifclia suplementados con penicili-
na, no ocurre una degradacidén espontdnea significativa., la
degradacidn es principalmente de tipo enzimitico debido a
una penicilina amidasa.

El 6-APA es uno de los productos de la reaccién catalizada
por la penicilina amidasa de B. ternifolia.

Los resultados obtenidos sugieren que el aitic de accidn de

la penicilina amidasa es principalmente a nivel de la pared

celular.
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TABLA 1. Medio utilizado para el cultivo de tejidos de

Bouvardia ternifolia (Murashige y Skocog 1962)
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CONCENTRACION

COMPURSTO {mg/1)
Nitrato de amonio WH/NO4 1650
Nitrato de potasio KNO3 1900
Cloruro de calcio Cacl,.H,0 440
Fosfato de potasio KH, PO4 170
Sulfato de magnesio Mgso4.7H20 370
Acido bdrico H4B0, 6.2
Cloruro de cobalto coc12.6H20 0.02S8
Sulfato de cobre CUSO4.5520 0.025
Sulfato de manganeso MnS0, . 4H,0 22.3
Yoduro de potasio K1l 0.83
Molibdato ée sodio N32Moo4.2320 0.25
Sulfato de zinc Z2nS04.4HZ0 8.6
EDTA (2Na) 37.3
Sulfato ferroso .Feso4.7520 ' 28.8
Glicina 2.0
Meso-inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HC1 0.5
Tiamina HC1 0.1
Sacarosa 30000.0
Agar 1.0%
pa 5.7

+ Este madio se referirfé como maedio basal MsS




TABLA 2. Soluciones concentradas del medio MyS

125

SOLUCION mg/1
solucién A

cacl,. 2H,0 44000
Solucién B

NK4NO3 16500

KNO3 19000
Solucién C

KI 83

cocl,. 6,0 2.5
Solucién D

K32P04 17000

H3BO3 620

NapMoOy . 2H,0 ‘25
Solucién E

M3S0,. TH,0 37000

¥nS0,4.4H,0 1700

cus0,. 5H,0 2.5

ZnS04. 7TH20 0.86
Solucidén F

FeS0,.7H,0 5570

Na,EDTA 7450
Solucibn G

Glicina 50

Piridoxina HC1l 12.5

Acido nicotinico 12.5

Tiamina HCl 2.5

Meso-inositol 2500
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TABLA 3. cantidades necesarias de las soluciones concen

tradas para preparar 1l litro de medio MyS.

SOLUCION ml/l DE MEDIO
A 10.0
- 8 100.0
c 10.0
D . 10.0
E 10.0 .
F 5.0
G 40,0

PREPARACION DEL PDAB (REACTIVO DE EHRLICH) :

Pesar 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido (Baker) y disolver en
50 ml de etanol al 60%. adicionar 6.5 ml de Hy80, concentrado vy

aforar a 100 ml con el alcohol etflico al 60% (p/v).
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TABIA 4

Preparacién del medio YEB:

Extracto de levadura 1.0 g/1
Extracto de carne 5.0 »
Peptona 5.0 "
Sacarosa 5.0 "
MgSO,.7H,0 2 m1/1 de una solu-
4 2 2
cién 1 M.

Preparacién del medio Luria:

Bacto triptona 10 31
BExtracto de levadura 5 "

Nacl 0 -

Llevar a pH = 7.0

para medio Luria o YEB sélido:

agregar bacto-agar 15 g/l



TABLA 5
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CARBENICILINA EN EL CRECI
MIENTO DE BOUVARDIA TERNIFOLIA

0 my /ml .5 m3/ml 1 my,/ml 2 mg/ml
i
p.F.1 {P.F.2 B.F.1 {P.F.2 P.F.1 P.F.2 BP.F.1 pP.F.2
1.19g |1.229 | 1.02g |14.39g | 1l.1g 18.78g | 1.15g |18.69g
T |6=0.12|6=1,1 | £=0.25]¢=1.13 | 9=0.18| #=3.17| =0,22 [¥=0.68
t
¢
Ap=0.03g Ap=13.370 Ap=17.68qg Ap= 17.54qg
1.16g |17.00g] Ll.2g 17.029 { L.0g 19.5g 0.99g 14.26g
m |o=0.21{0'=3,15| d=0,16|9=4.46 | 9=0.17 | ¥=0.57 | 9=0.23 |F=3.5¢
+
£ {Ap=15.84g Op=15.82g AP=18.05g Ap=13,27g
MS~-H: Medio basal sin hormonas
MS+H: Medio basal con hormonas (img/l de 2,4-D y
0.05 mg/1 de kinetina)
P.P.1= pesgso fresco inicial (promedio de al menos 5
repeticionas)
P.F.2= peso fresco a los 30 dfias de cultivo (prome
dio de por lo menos 5 repeticiones).
Ap = incremento en peso fresco
o = desviacién standard



TABLA 6

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CARBENICILINA Y DE 2,4-D EN EL
CRECIMIENTO DE BOUVARDIA TERNIFOLIA

0 AaNT. i/4 ANT. 1/2  ANT. 1 ANT. 2 ANT.
P.F.1 P,F,2 P.F,1 P.F.2 P F.1 P.F,2 P,F,1 |P,F,2 P.F.1 |P.F.2
0.655g | 0.996g 1.483 3.099 |1.457g | 9.722g9 {1.4q 15.732g9 [l.6g l4g
ut 420,276 | d=0.211 | d=0,201| g=0,58 [d=0.099 [ d=0,336 |d=0.59 |d'=0,567 |I=0.4g [6=0.68
t
2 Ar=0.3409 A p=1.607g Ap=8.265g Ap=14.332g Ap=12.40g
0.53g 1.26g 1,503 2,50y 1.62g {3.1llg 1.36g |[15g6g 1.6g9g [14.58g
« d=0,27 |d=0.36 | &=0,23 |<=0,38 | 9=0.33 |d=0,26 |0O=0,18 |d=1.35 | d=0,57|I=2,20
+
a A p=0.72g Apr=1.09 A p=1.488g Ap=14.6g Ap=12,89q
MS=W: ¢ Medio basal sin hormonas
MS+K1 Medio basal con kinetina (0.05 mg/l)
P.F.1l: Peso fresco inicial (promedio de al menos 5 repeticiones)
P,F.2: Peso fresco a los 30 dfas de cultivo(promedio de 5 repeticiones)

¥ Desviacién standard

Ap

In r-mwento en peso fresco

621



TABLA 7

EFECTO DE VARIAS CONCENTRACIONES DE 2,4-D EN EL
CRECIMIENTO DE B. TERNIFOLIA

MEDIO 0 ma/1 0.25 mg/1 0.5 mg/1 1 mg/1 2 mg/1

pi pf Pl Bf Pi Pf Pi Pf pi PE

0.53g 1.269 0.649 16.66g | 0.52g | 14.97g | 0.55g | 16.25g | 0.52g 12. 6g

d=0.27 | d=0.36 | 0'=0.09 | 6=0.78 | 6=0.15 | G=0.47 | 9=0.13 |F=1.11 | ¢=C.09 |« =2,54

MS + K

Ap=0.729g AP=16.02g Ap=14.447g A p=15,7¢ Ap=12,08g

MS+K: Medio basal con kinetina(0.05 mg/1)
pi: Peso inicial (promedio de al menos 5 repeticiones)
pf: Peso final (promedic de al menos 5 repeticlones)
AP: Incremento en peso fresco a los 30 dias de cultivo
o1 Desviacidbn standard

€T



TABLA g8
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL ACIDO 6-AMINOPENICILANICO
EN EL CRECIMIENTO DE BOUVARDIA TERNIFOLIA

0 mg - ml 0.5 mg /ml 1 ng,/ml 2 mg /ml
P.,F.1 P,F.2 P.F.l P.F.2 P.F.1 P.F.2 P.F.1 P.F.2
1.07g 1.47g9 1.70q l.46g 1.55¢g 1.44g 2.12g 1.84g

= | =0.19g] ¢=0.16 ¢=0.59g{6=0.62}¢'=0,41 | ¥=0.52] $=0,249 S=0.4
i
2 ipa0.4g Ap=-0. 24g AP=-0.11g AP=-0.28g
0.98g 19,.61g| 1.49g 19.81 1.1 20.4g 1l.8g 19.69g
% | d=0,02 |9=0.10| o=0.17 {d=0.25{ F=0.36; $=0.51| I'=0,23 o’=0.9g
+
4
Wp=18.63g HP=18.32g AP=18.4%9¢g ApP=17.89g
MS-H: Medio basal sin hormonas
MS+H: Medio basal con hormonas (lmg/l de 2,4-D ¥
’ 0.05 mg/l de kinetina)
P.F,1: Peso fresco inicial (promedio de al menos 5
repeticiones)
P.F.2; Peso fresco a los 30 dfas de cultivo (prome
dio de S repeticiones)
d = pesviacién standard
AP: Incremento en peso fresco



TABLA ?

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AMPICILINA EN EL
CRECIMIENTO DE BOUVARDIA TERNIFOLIA

1 mg/ml

o] mg/ml 0.5 ng/ml 2 mg/ml
p.F.1 P.F.2 P.F,1 P.F,2 P.F.1 P.F.2 P.F,.1 P.F.2
0.459g 1.395g | 1.489g 1.33g 1l.426g9 1.24g 1.547 g 1.30g9
MS-H d=0,115 d=0,13 | ¢=0,227 <=0,357| ¥=0,272 «=0,426 | ’=0,305 < =0395
AP= 0.935g Ap= -0.159g A.p= -0,186g AP= -0,247g
0.876g 18.40g 1.627g 17.90g 1.324g 16,839g 1.51qg 15.55¢g
MS+H de0,210 <=0,758{ d=0.101 ¢'=0,317|9=0.158 <= 1,25 |c’=0,224 o=1,12
AP= 17,529 AP 16.27g Ap= 15,519 Ap= 14,049
MS-H: Medio basal sin hormonas
MS+H: Medio basal con hormonas (1 mg/l de 2,4-D y
0.05 mg/1 de kinetina)
P.F.11 Peso fresco inicial (promedic de al mencs §
repeticlones)
P.F.2; Peso fresco a los 30 dias de cultivo (prome

4
Ap:

dio de al menos 5 repeticiones

Desviacidn standard
Incremento en peso fresco

ZET



TAaBLA 10

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PENICTLINA G (BENCIL-
PENICILINA) EN EL CRECIMIENTC DE BOUVARDIA TERNIFOLIA

133

0 ng/ml 0.5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml
P.F.1 P.F.2 P.F.1l |P.F.2 |P.F.l |P.F.2 [P.F.1 (P.F.2
1.07 g {L.47g 0.89 117.9% {l.l6g |20.2q9 {l.llg |18.8g
m | d'=0,19g|6'=0.16 d=0.16{d=1,10 {6=0.16|F=0.81]| =0.12 {6=0.74
¢
AP=0.4g Ap=17.01g AP=19.03g Ap=17.77g
0.58g ilg.&lg 0.91g '20.39 1.099 [19.14gi1.27g9 {18.069g
!
o | 6=0.02 !o’=o.1o G=0.05|¢'=0. 46 [d=0.29|%=0.75|0%0.38 I6=1.65
é ' i i !
Ap=18.63q Ap=19,39g AP=18.05g Apale.79g
MS-H: Medio basal sin hormonas
MS+H: Medio basal con hormonas (2,4-D y kinetina)
P.PF.l: Peso freaco inicial*
P.F.2: Peso fresco a los 30 dias de cultivo™
d 1+ Desviacibtn standard
AP: Incremento en pesc fresco

* promedio de al menos 5 repeticicnes



TABLA
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11 .- Efecto de varias penicilinas en el crecimiznto de

B. ternifolia.

MS-H 1 mg /ml
P.F.1 P.P.2
&gr 1.414g 16.52g
s
é«,C $=0.397 | ¢=1.11
&
& AP=15.106g
1.568g 0.848g
é?
> o )
C}V =0.211 =0.24
o
639 AP=-0.72g
&
a5 1.432g 0.87g
& .
\gp d=0.198 | £=0.13
9
S Ap=-0.56g ggiia/géa 0 mg/ml 1
S 12049 {17,242 1.164g D.6Bg ‘,
5 & S
& $=0,04 |6=1.46 97 4=0.185 F=0.14
Q»é’ .,{‘/o
? Ap=15,95 & AP=~0, 50 |
1.329 0,702qg
-
& | d=0.14 [9=0.13 . _
C‘S MS-H: Medio basal sin hormonas
4,‘5'? Ap=-0.61g P.F.l: Peso fresco inicial™*
: P.F.2: Peso fresco a los 30 dias
1.27g9 0.6987 de cultivo*
&¥ d: Desviacidn standard
c}& 40,428 | 9=0.35 Ap: Incremento en peso fresco
oﬁy APo_0.57 * promedio de al menos 5 repeti
" cién.
&l 1.478g [o0.769
<&
&s" d=0,259] ¢=0.14
i
.&’ Ap=-0.70g
1.23g 0.82g
e‘Z"
&
g d=0,09 | d=0.10
A~ |
<
& 4LP=-0.41



TAnLA 12

EFECTO DEL ACIDO FENIL-ACETICO EN EL CRECIMIENTO DE

BOUVARDIA TERNIFOLIA

g em e e ' — —
0 2 x 106 M 4 %X 10 M 8 x 10 M
' P,F.1 P.F.2 P.F.1 P.F.2 P.F.1 P.F.2 P.F.1 P,F.2
l SN
0.318g 1.97g 0.707g [ 0.6520 [0.295q 0.962g9 [0.29g 1.056g
x Je=0.121 |9=0.19 d=0,048 |0'=0.10 {=0.128 |4=0,21 [£=0.09 < =0.20
é |
ap=0, 6549 AP=0.45g AP=0.6670 AP=0.766g
0. 2929 17.83g 0.243g |14.03g [0.336g 17. 559 0.25g 15.855g
& K0, 17 €=0.70 |<=0.09 |o=0.44 |S=0.16 |¢=0.63 |o=0,06 4=0,39
lAP=17.538g AP=13,787g AP=17.214g AP=15,60g
|

MS-H: Medio basal
MF+H:y Medio basal
P.F.1l:s Peso fresco
P,F.2y pPeso fresco

sin hormonas

con hormonas (1 mg/l de 2,4-D y 0.05 mg/1 de kinetina)
inicial (promedio de al menos 5 repeticiones)

a los 30 dias de cultivo( oo " )

d 1 Desviaclén standard
Ap: Incremento en peso fresco

GET



TARLA 13

EFECTO DEL ACIDO FENIL ACETICO SOLO Y CON ©6-APA EN EL

CRECIMIENTO. DE CALLOS DE BOUVARDIA TERNIFOLIA

CONTROL.ES AC. FENIL ACETICO
n " 1x 103y 1x 107% M 1x 105 M
P.F.1 P.F.2 P.F.1 P.F.2 P.F.1 P.F.2 P,F.1 P.F.2
w o —
ag
z% 1.184g 0. 68g 0.396q 0.769 0.37g 1.33g 0.37g 0.74y
[o]
o I —
Yy [=0.185 |<=0.143 | £ |9=0.009 |<=0.1 |/=0.002 |+=0.32 [0.003 |c=0.001
o % 1
Q
AP=-0,504g m Ap=0.37g ApP=0.96g AP=0.37g
8
7)) AC. PFENIL ACETICO + 6 - APA
° " 3 5
q | 1x 1w n 1x 1074 u 1x10° M
=
P.F.1  |p.F.2 P.F.1 P.F.2 | P.F.1 |[p.F.2 P.F.1 [P.F.2
(73] - -
a8 G
%8 | 0.499 19.38 | & | 1.1855 | 0.7155 |1.435g |1.2855 |1.195 |0.83g
O ' —
a &
Qz =0.39 [¢=1,06 O |¢=0.115 [=0.125 | ¢=0.055 ¢=0.065 |k0,105 | </=0,06
8 g
AP=18.89g AP=-0.47g [ Ap=-0.21 AP=-0,365
!

9 = pesviaci6bn standard y AP= Incremento en peso fresco
* pPromedio de al menos 5 repeticiones

T
P.F.1 Peso fresco inicial} p,F.2 Peso fresco a los 30 dias de cultivo¥

9¢ET
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