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INTRODUCCION

Durante las ltimas décadas hemos
aprendido como cultivar una amplia variedad
de plantas en medios artificiales perfecta-
mente definidos. Varios cientos de plantas
pueden ahora ser cultivadas en un estadio
de desdiferenciacion como el de callo o el
de cultivo en suspensidn. Los cultivos en
suspensién pueden ser manipulados de mane-
ra andloga a los procesos tradicionales de
fermentacion con la salvedad de que algunos
problemas y perspectivas son dnicas al cul-
tivo de células vegetales,

Entre los metabolitos secundarios en-
contramos sustancias de interés econdémico
tales como: alcaloides (utilizados como fér-
macos), aceites glucésidos (utilizados como
colorantes y fdrmacos) y enzimas. [istos
compuestos generalmente son obtenidos por
extraccidon de la planta. Existe un gran ni-
mero- de problemas asociados con la manu-
factura de tales compuestos: los niveles de
suministro de la materia prima pueden ser
errdticos debido a calamidades naturales;
otro problema es que las plantas deberdn
ser mantenidas durante el trasporte y alma-~
cenamiento en el estado de méxima acti-
vidad fisiolégica para asegurar altos rendi-
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mientos de los metabolitos deseados., La
domesticacion de las plantas silvestres o la
su capacidad biosintética por
sobreexplotacién son otros problemas adicio-
nales. Debido a estos problemas la opera-

cién en su conjunto es ineficiente por si.

misma.

Estos problemas han sido reconocidos
desde hace tiempo por lo que se ha buscado
en los cultivos de tejidos vegetales (CTV)
una alternativa. Estos sistemas pueden pro-
veer un suministro continuo y homogéneo de
la materia prima en un estadio fisiolégico
uniforme debido a su independencia del me-
dio ambiente, por las condiciones controla-
das utilizadas para su crecimiento. Por otro
lado los CTV pueden ser manipulados més
fdcilmente que las plantas completas para
incremenrar los  rendimientos o también
pueden ser usados para generar atin desco-
nocidos.

Para ser 1itil como fuente industrial
alterna de compuestos secundarios un culti-
vo de célutas deberd satisfacer varios reque-
rimientos. Un buen rendimiento de producto
final es esencial. Ademds, su velocidad de
acumulacién en la célula o liberacibon al
medio deberd ser mds rapida que su veloci-
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dad de degradacién. Las células deberdn ser
genéticamente estables de tal manera que
produzcan una cantidad constante del pro-
ducto, La produccién deberd ser costeable.

l.os CTV tienen un gran potencial in-
dustrial para la produccion de metabolitos
secundarios, sin embargo adn existen pro-
blemas que deben ser solucionados. Los pro-
blemas claves son: crecimiento lento, ines-
tabilidad genética, agregaciéon celular, con-
trol de la diferenciacién celular, su incapa-
cidad para crecer autotréficamente y
factores morfoldégicos. Entre las posibles so-
luciones tenemos: optimizaciéon de las condi-
ciones ambientales, adicibn de precursores,
seleccién de lineas de alto rendimiento, mu-
tagénesis, uso de tejidos diferenciados, con-
gelamiento, uso del ciclo de crecimiento,
inmovilizacién de células y biotransformacion.

Recientemente hemos discutido las
ventajas y desventajas de la obtenciébn de
metabolitos secundarios tanto de las plan-
tas como de los CTV (1). En el presente
articulo analizamos como la manipulacion
del medio puede llevarnos a mejores ren-
dimientos de los metabolitos secundarios en
los CTV. '

La sintesis de metabolitos secundarios
especificos por los cultivos de tejidos vege-
tales (CTV) es una 4rea de intensa investi-
gaciébn en virtud de sus implicaciones bio-
tecnolégicas y por lo tanto econémicas. A
pesar de los grandes esfuerzos realizados en
los iltimos afios, poco se ha obtenido en in-
ducir a los CTV a producir los compuestos
deseados en la cantidad que lo hace la plan-
ta completa. Sin embargo, cada vez se com-
prende mejor la fisiologia y bioquimica de
los CTV por lo que cada vez se estd miés
cerca de tener logros que llevan a la pro-
duccién de metabolitos secundarios por los
CTV.

. EFECTO DE LOS NUTRIENTES EN LA
OBTENCION DE PRODUCTOS SECUNDARIOS

L.I. Carbohidratos

El efecto de la concentracidon de car-
bohidratos en el rendimiento de metabolitos
secundarios ha sido examinado por varios
grupos. Por ejemplo, incrementando la con-
centracién de sacarosa del 2 al 4% se in-
crementaron los polifenoles en cultivos en
suspensién de Rosa sp. (2) y de A. pseudo-

&

platanus (3), mientras que un increments

del 2 a! 5% disminuyé la ubiquinona por
gramo de células secas de N. tabacum L.
c.v. BY-2 (4), pero incrementd el peso to-
tal; asf, probablemente hubo un pequefio pe-
ro sistemdtico efecto “en la cantidad total
de ubiquinona por matraz. El rendimiento de
derivados de shikonina por gramo de peso
fresco de callos de Lithospermun erythrorhi-
zon se incrememtd cuando la sacarosa se
aumenté del 1 al 5% y permanecid casi cons-
tante entre 7 y 10%. Sin embargo, a con-
centraciones mayores de sacarosa, el peso
fresco del callo por matraz decliné (5). Las
antocianinas totales en callos de hibridos
de Populus aumentaron cuando la sacarosa
se incrementd del 0.3 al 5%, en tanto que
no se vié afectado el crecimiento, Las an-
traquinonas totales producidas por un culti-
vo de M. citrifolia fueron méximas a 7% de
sacarosa (6). Al incrementar la glucosa del
0.05 al 0.2% se incrementd tanto el conte-
nido total de fenoles como el de las leu-
coantocianinas totales producidas por culti-
vos en suspensiébn de Rosa sp. (7).

La respuesta de productos secundarios
a los diferentes carbohidratos suministrados
en el medio parecen indicar que la sacarosa
puede ser la mejor fuente de carbono.. Sin
embargo, los datos de este fenémeno son
limitados, de tal manera que estas conclu-
siones deberdn. tomarse con cuidado. El ren-
dimiento de ubiquinona (sg/g peso seco) en
N. tabacum var. BY-2 fue comparable a
concentraciones iguales de sacarosa y gluco-
sa {4), en tanto que la sacarosa fue clara-
mente superior a la glucosa, fructosa o una
mezcla igual de ambas en los niveles de de-
rivados de shikonina en cultivos de L. ery-
throrhizon (5) al igual que para la obtencion
de alcaloides ergéticos derivados de Evolvu-
lus ‘alsinoides L. (8).

El grupo de Zenk demostré que, a con-
centraciones oOptimas de glucosa para la
produccidon de antraquinonas por cultivo
(7.5%) el rendimiento fue de tan solo el
75% del obtenido a la concentraciéon éptima
de sacarosa (7%} (6). Por otro lado es muy
significativo el hecho de que en algunos
cultivos, C. roseus por ejemplo, un aumento
en la concentracion de sacarosa produce un
marcado incremento en la concentracién de
alcaloides (9). BEste hecho sugiere, puesto
que una concentracién del 2 al 3% de saca-
rosa es suficiente para el crecimiento, que
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concentraciones tan elevadas lo que hacen
es producir un estrés osmbdtico y que pro-
bablemente los alcaloides se sintetizan como
respuesta a este estrés.

Por otro lado la concentracién de saca-
rosa puede influir en la activadad de algu-
nas enzamias claves del metabolismo, como
es el caso de la triptofano sintasa de E.
alsinoides, cuya actividad se ve aumentada
por sacarosa al 2% y disminuida por sacaro-
sa al 4% (8).

1.2. Nitrégeno

Mizukami et al. (5) demostraron que la
formacidén de los derivados de shikonina (1:4
naftoquinonas) en cultivos de L. erythrorhi-
zon se incrementd cuando el nitrégeno total
en el medio se elevéd de 67 a 104 mM.
Nuevos incrementos en el nitrégeno total
disminuyeron la formacidon de estos com-
puestos. Ademds, la adicion de 0.3% de pep-
tona o de hidrolizado de caseina a un medio
de cultivo de L. erythrorhizon conteniendo
67 mM de nitrégeno disminuyé la cantidad
de derivados de shikonina formados.

La produccién de antraquinonas por cul-
tivos en suspensi()n de M. citrifolia no fue
inhibida y el crecimiento no fue estimulado
cuando se increment$ el KNO3 de 2 a 4.5g/1
Tanto el crecimiento como la produccién de
antraquinona disminuyeron rdpidamente por
debajo de diche rango (10). Zenk et al.
(10) demostraron que cuando se adiciona hi-
drolizado de caselna a niveles mayores de
4 g/l la produccién de antraquincna, pero no
el crecimiento, se ve fuertemente inhibido.
Estudios mas reciente de este grupo han
permitido elucidar que la concentracién  de
triptofano puede estar ejerciendo un fuerte
control en la via de sintesis de la antraqui-
nona (11).

En cultivos de tabaco no se afectd la
cantidad total de ublqumona cuando se alte-
16 la relacién NH /NO en el medio de 3:1
a 1:3, y se mantuvo constante la cantidad
total de nitrégeno (12). Sin embargo, el
contenido de ubiquinona-10 mostré un incre-
mento cuando la relacién de nitrégeno
NHZ/NO3 aumenté.

La produccidon del inhibidor de plasmina
por . cultivo en suspensibn de  Sco-
polia japonica se incrementé marcadamente,
mientras que el crecimiento no se vié afec-
tado, disminuyendo el NH4NO3 de 1.66 a
0.83 g/l y aumentando el I(NO3 de 1.9 a

7.6 g/l en el medio de cultivo (13).

La sintesis de alcaloides derivados del
triptofano por callos de P. harmala dismi-
nuyd al sustituir al Nit§ o a la glutamina
por NO3 pero no al sustituir a la alanina
pero no al sustituir a la alanina por nitra-
to (14). El crecimiento del tejido no se vid
afectado por estos cambios en el medio.

En cultivos de C. roseus L. la edicion
de triptofano incrementé notablemente el
crecimiento, pero disminuyé el contenido de
alcaloides {15), en tanto que la adicién de
triptamina incrementd el contenido de alca-
loides (16}). En nuestro grupc hemos deter-
minado que una variacibn en la fuente ni-
trogenada en plantas de C. roseus de 6 me-
ses de edad no sélo afecta la cantidad, sino
también la calidad de los alcaloides (17),
sugiriendo que existe una estricta regulacién
en la sintesis de los alcaloides.

En A. pscudoplatanus urea produce una
marcada inhibiciébn en la sintesis de com-
puestos f{endlicos, que previamente habla
sido estimulada por la adicibn de 2% de sa-
carosa en cultivos en suspensiébn en fase
estacionaria (18).

Las evidencias sugieren que los efectos
del estrés de nitrégeno en células en cultivo
son variables, y.dependen en parte del es-
tatus nutricional de las células durante el
tiempo que dure el estrés. Evidentemente
cualquier molécula que contenga nitrégeno
puede ser afectada por el estrés de nitrége-
no; estos incluyen aminodcidos, proteinas,
aminodcidos no proteicos, alcaloides, amidas
y pseudoalcaloides. Sin embargo, cualquier
perturbacién metabdlica que afecte el me-
tabolismo de las proteinas puede seguramen-
te influitr en la formacién de compuestos
no nitrogenados.

[.3. Potasio

l.os alcaloides en el cultivo fueron ma-
yores a bajos niveles de K en Argyreia (19).
Sin embargo, en Rivea corymbosa se ve una
?isr;ainucic’m en la sintesis de los alcaloides
19).

I.4. Calcio

El crecimiento de callos de L. erythro-
thizon y el rendimiento de derivados de shi-
konina disminuyé al incrementarse el Ca% por
arriba de 3 mM (5).
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Nettleship y Slaytor (20) demostraron
que al eliminar el P del medio se incremen-
taba el contenido de harmolol y harmina en
callos de P. harmala, mientras que Carew y
Kruger (21) demostraron que un aumento en
la concentracién de P en el medio produjo
un incremento en la concentraciébn de com-
puestos inddlicos en el medio de cultivo de
cultivos en suspensién de C. roseus. Dob-
berstein y Staba (22) determinaron que para
cultivos en suspensién de Ipomoea, el incre-
mento en la concentracién de P produjo un
aumento en la cantidad de alcaloides, en
tanto que en cultivos de Argyreia y de Ri-
vea no se produjo ningiin cambio en la can-
tidad de alcaloides. Zenk et al. (6) obtuvie-
ron un incremento del 50% en el contenido
de antraquinonas en M. citrifolia cuando el
fosfato se incrementé a 5g/l. En soya el P
disminuye el contenido de flavonoides (23).

1.6. Hierro

El crecimiento de callos de L. erythro-
thizon aumenté cuando la concentracidén de
Fe se increment$ de 0.1 a 0.2 mM y dis-
minuyé con concentraciones de hierro mayo-
res, mientras que la produccidon de derivados
de shikonina disminuyé en ambos casos (5).
Cuando se omitid el Fe del medio de cre-
cimiento para cultivos de M. citrifolia no
hubo ni crecimiento ni produccién de antra-
quinonas (6).

[.7. Elementos trazas.

Zenk et al. (6) concluyeron que el KI
podia ser omitido del medio de crecimiento
de M. citrifolia y que los elementos trazas
Mn, B, Zn, Cu y Co podrfanm ser omitidos
por lo menos por una transferencia sin
afectar el crecimiento, pero con una reduc-
cion del 30% en la produccién de antraqui-
nona, lo que sugiere que algunos de los ele-
mentos podria estar siendo utilizado como
cofactor por alguna(s) de las enzimas de la
biosintesis de la antraquinona, o por algunas
otras enzimas fundamentales. Por ejemplo, la
nitrato reductasa requiere Mo, en tanto que
la ureasa necesita Co, mientras que una de-
ficiencia en Cu podria afectar al complejo
de la citocromo oxidasa y por ende la res-
piracion.

1.8. Vitaminas y otros compuestos orgdnicos

La adicién de dcido ascérbico 10-%M a

cultivos de L. erythrorhizon estimuld la pro=
duccién de derivados de la shikonina (nafto-
quinona} (5).

1 sulfato de estrectomicina en el ran-
go de 1 a 50 mg/l inhibioé el crecimiento e
incrementd el rendimiento de los derivados
de shikonina en callos de L.erythrorhizon

(5).

1.9. Fitorreguladores

Carew y Krueger (24) determinaron que
al incrementar las concentraciones de 2,4-D
se incrementaba ligeramente la produccién
de alcaloides indoOlicos en cultivos en sus-
pensién de C. roseus, La disminucién en los
niveles de 2,4-D da como resultado la desa-
paricion del crecimiento y disminuye la re-
cuperacion de alcaloides. Mulderkrieger et
al. (25) establecieron que los alcaloides quina-
mina y cinconamina eran producidos por
cultivos de Cinchona pubescens creciendo en
presencia de 1 aM de las auxinas AIA, AIB
y 2,4-D y 1 uM de zeatina.

La shntesis de alcaloides derivados del
fenantreno: papaverina, morfina, codeina o
isotebaina por células en suspensiéon de Pa-
paver bracteatum es inhibida por 0.1 mg/l
de 2,4-D (26). Por el contrario,Hodges vy
Rapaport (27) establecieron que los alcaloi-
des tebaina, codefna y morfina si eran pro-
ducidos por callos de P. somniferum cre-
ciendo en presencia de 2,4-D, ANA, 6-N-(2
~isopentenil) aminopurina es suministrada al
medio.

También se han usado otros regulado-
res del crecimiento, tales como la 2-(3,4-
diclorofenoxi)-trietilamina, la cual produce
un incremento del 91% en el contenido de
hule en cultivos de guayule (28).

El grupo de Zenk (29) ha realizado una
exhaustiva investigaciébn de la relacién es-
tructura actividad para la sintesis de an-
traquinona en Morinda citrifolia respecto a
derivados del 4dcido fenoxiacético. Este gru-
po determind que el sustituyente para es funda-
mental para mantener su capacidad de in-
ducir la formacmn de dntraqumonas R

@@? d Br ??43

Crecimiento (%) 100 100 85 100

Formacion de

antraquinonas (%) 0 5 0 15 100 130
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El crecimiento y la sintesis de meta-
bolitos secundarios son procesos mutuamente
excluyentes, este hecho explica el porque
condiciones nutricionales o fisicas que res-
tringen el crecimiento producen un aumento
en el nivel de metabolitos. Esto sugiere que
es necesario definir un compromiso entre
velocidad de producciéon de biomasa y la
acumulacién de productos o bien separar
ambas fases aunque represente un mayor
nimero de pasos. La divisién del cultivo en
2 fases, una de mantenimiento y otra de
produccién empleando un medio de -cultivo
diferente parece una buena estrategia para
incrementar la formacién de metabolitos
secundarios, como lo demuestra el incre-
mento del 400% en la produccién de shiko-
nina por cultivos de L. erythrorhizon (30).

En resumen, se requiere de mucho mds
estudio de las vias de biosintesis para poder
entender los procesos de sintesis de los me-~
tabolitos secundarios y de esta manera po-
der intervenir en ellos con mucho mayor
probabilidad de éxito que el obtenido hasta
ahora.
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