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Cultivo de tejidos en la agricultura 

Introducción 

Los cultivos de células y tejidos vegetales in vitro constituyen actualmente 
una alternativa para producir sustancias de uso farmacéutico, agrícola o 
industrial, cuya producción comercial por los métodos convencionales 
- síntesis química o extracción de las plantas que los sintetizan- resulta 
dificil o económicamente poco viable. 

Estos cultivos in vitro constituyen asimismo una promesa para aumen
tar el rendimiento de los principios activos presentes en las plantas, así 
como para controlar más adecuad~mente su producción. 

Los conocimientos que se adquieran acerca de los metabolitos secunda
rios y de su biosíntesis son necesarios, no sólo por el conocimiento en sí, 
sino para aprovechar mejor los componentes sintetizados por las plantas, 
especialmente las nativas. Conocer la regulación de una vía metabólica en 
particular dará mayores posibilidades de producir el compuesto deseado 
en mayor cantidad. En este caso, la bioquímica, el cultivo de células 
vegetales y la genética tendrán un papel muy importante. 

La Fitoquímica y los Metabolitos Secundarios 

La industria farmacéutica tuvo su origen en los pequeños laboratorios que 
se encontraban en la parte posterior de las boticas (las actuales farmacias) 
donde se preparaban las mezclas de 'yerbas' que serían usadas en algún té o 
infusión, o donde se extraían principios activos de las plantas cuando esto 
era posible. Surgieron así medicamentos tan importantes como el derivado 
de la Cinchona ledgeriana, conocido entre los indígenas de la Nueva 
España como la "yerba para las fiebres" y en Europa como los "polvos de 
la condesa". El principio activo, ahora usado y conocido como quinina, se 
sigue extrayendo de la misma C. ledgeriana y de C. officinalis. 

Otra planta muy importante estudiada en la 'botica' fue la portadora del 
principio alcalino del opio, el cual es capaz de disminuir o quitar el dolor 
más fuerte. Se trata de un analgésico que hasta nuestros días no tiene igual, 
pero cuyos efectos secundarios son tan agudos que han limitado fuerte
mente su uso. Sin embargo, se sigue estudiando la morfina para obtener 
compuestos que puedan usarse como analgésico, sin producir adicción 
(opiáceos sintéticos). 

Hasta principios del siglo XX, todos o casi todos los medicamentos 
usados proveníam de las plantas. Vino después la época en que la síntesis 
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orgánica sustituyó a las plantas como fuente de los principios activÓs y se 
produjeron los llamados medicamentos de patente; aún no se lograba la 
síntesis de la quinina, la morfina y muchos otros compuestos, pero la 
fitoquímica pasó a ser una disciplina secundaria pues ya las plantas no 
constituían la única fuente de fármacos. Sólo muchos años después del 
aislamiento de la morfina y de la identificación de su estructura, Gates y 
Tschudi (1952; 1956) lograron su síntesis total, pero sin que ésta tuviera 
posibilidades comerciales. En 1944, Woodward logró la síntesis de la 
quinina, pero el método quedó también como una curiosidad de labo
ratorio. 

Entre tanto, la fitoquímica siguió produciendo compuestos útiles; se 
aislaron los glucósidos de Digitalis purpurea, de los cuales se obtuvo el 
mejor cardiotónico que se conoce. En 1926, Cloetta logró el aislamiento de 
la digitoxina, y Windaus y Freese lograron su purificación en 1925; siguie
ron después la digitoxigenina (Cloetta, 1926; Stoll y Kreis, 1934) y la 
digitonina (Tschesche y Hagedorn, 1936; Marker et al. , 1942) . . ~ 

La síntesis de los compuestos anteriores es un reto para los químicos, 
pues la laétona de cinco miembros conjugados, unida al carbono 17 con 
giro libre, y el grupo hidroxilo en posición beta del carbono 14 no facilitan 
esta síntesis. Por esta razón, todavía se sigue usando un extracto de 
Digitalis, a pesar de que otros medicamentos con estructuras químicas 
diferentes a los glucósidos mencionados son también útiles para mantener 
el ritmo cardíaco. 

En 1940, Marker y colaboradores aislaron la diosgenina de Dioscorea 
composüqe; se trata de una sapogenina esteroidal, la cual se convirtió en la 
base de la industria para la producción de las hormonas que se usan en el 
control de la natalidad o bien para sintetizar compuestos de la importancia 
de la cortisona; ésta se emplea en el tratamiento de la artritis. Pese al 
enorme desarrollo de la industria, no se ha logrado la síntesis comercial de 
estos compuestos; primero se debe extraer una genina, por ejemplo dios
genina, o alguna similar como la hecogenina (hasta hoy sin posibilidad 
comercial) para efectuar una degradación. Así se obtiene, del núcleo 
básico de estos comlluestos, la 16-dihidro-pregnenolona, la cual se puede 
modificar químicamente para obtener los productos deseados, como cor
ticoides y hormonas. 

Otros compuestos de gran interés farmacológico y comercial son los 
alcaloides de Catharantus roseus, planta conocida en México como jua
nita, chula, vicaria, maravilla, etc., según la región. Se trata de la fuente 
natural de un gran número de compuestos, entre los cuales sobresalen la 
vincoleucoblastina y la vincristina por su actividad antitumoral (Noble et 
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al., 1958); una vez más, la síntesis química ha fallado en sustituir una 
planta que produce rendimientos muy bajos. 

Extracción de principios activos de plantas: 
algunas limitaciones 

En los ejemplos anteriores se observa que existen muchas dificultades 
para sintetizar principios activos, no sólo de uso farmacéutico, sino tam
bién de otro tipo como las piretrinas (insecticidas), y esto ha hecho que se 
vuelva la atención hacia las plantas como fuentes de productos naturales. 
Sin embargo, las plantas también presentan problemas para la obtención 
de los compuestos. 

La quinina, que se extrae de la corteza de Cinchona officinalis y de C. 
/edgeriana, es un ejemplo al respecto; hay que esperar aproximadamente 
21 años para que la planta llegue a la edad adecuada y se pueda explotar, y 
se hace necesaria una reforestación bien organizada para no perder la 
producción. 

También hay ejemplos de sobreexplotación de recursos silvestres no 
domésticos, que trae como consecuencia una reducción en el rendimiento 
o la extinción de la especie. Tal es el caso de Dioscorea compositae, especie 
que no se ha cultivado sino que se ha explotado como planta silvestre; 
como resultado, el contenido de diosgenina de las plantas ha disminuido 
actualmente de 8% a 3% ó 3.5% y, además, el recurso es ahora escaso. 

Catharantus roseus presenta problemas diferentes para el aislamiento 
de la vincristina y la vincoleucoblastina; estos compuestos se encuentran 
en cantidades pequeñas en la planta, lo que ha creado la necesidad de 
buscar variedades con mayores porcentajes de tales alcaloides; sin 
embargo, aun después de una búsqueda exhaustiva como la que realizaron 
Zenk et al. (1977), quienes analizaron 184 muestras provenientes de dife
rentes sitios geográficos, no se ha encontrado una planta con mayor 
rendimiento. 

Otro caso es el de Papaver somniferum; pese a que el cultivo puede 
hallarse en muchos lugares del mundo, presenta dificultades especiales 
porque requiere un control muy estricto por parte de las autoridades, 
debido al tráfico ilegal de morfina. De esta planta se obtiene también la 
codeína, un derivado de la morfina, que es un antitusivo muy eficaz, 
además de analgésico. 

El empleo del cultivo in vitro de células y tejidos vegetales ofrece 
actualmente una alternativa de solución a los problemas expuestos, con la 
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posibilidad de un mayor rendimiento en los principios activos de cada 
planta. 

Conceptos básicos sob~e los metabolitos secundarios 

Se definen como metabolitos o productos secundarios aquellos com
puestos que no tienen una función reconocida en el mantenimiento de los 
procesos fisiológicos fundamentales de los organismos que los sintetizan. 
Aunque estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos entre 
los microorganismos, los que se encuentran en las plantas superiores son 
los que han despertado mayor interés desde el punto de vista de su posible 
función biológica y su aplicación. 

Puesto que las plantas no se desplazan de un lugar a otro, han desarro
llado gran cantidad de estrategias para sobrevivir en su condición sedenta
ria, y en este sentido los metabolitos secundarios desempeñan las siguien
tes funciones importantes: protegerlas contra los depredadores, permitirles 
competir ventajosamente. por el hábitat con otras plantas, atraer poliniza
dores y simbiontes y, tal vez, brindarles protección contra los diferentes 
tipos de estreses a los que se ven sometidas a lo largo de su vida (Loyola
Vargas, 1985). 

Por otro lado, Bell (1981) sugiere que algunos metabolitos secundarios 
serían el producto final dt> un proceso biosintético aberrante y otros serían 
productos de excreción; propone además que tales productos se han 
mantenido a lo largo de la evolución debido a que los genes que codifican 
su síntesis se encuentran ligados a un gen esencial para la sobrevivencia de 
la plan~a. 

Sin embargo, existen evidencias de que los metabolitos secundarios se 
encuentran bajo una estricta regulación metabólica (Reyes et al. , 1985; 
Loyola-Vargas et al., 1984) y que su síntesis está regulada también por 
factores como la luz (Endress et al. , 1984; Hagimori et al. , 1982), los 
reguladores del crecimiento (Hagimori et al., 1982; Elliot, 1983) y la 
temperatura (Lipskii et al., 1982). Esto sugiere que los metabolitos pueden 
tener una función importante para la sobrevivencia de las plantas, y que la 
falta de informacióp sobre las vías de su síntesis es lo que ha provocado la 
especulación. 

En la actualidad se dispone de un esquema general sobre la biosíntesis de 
los metabolitos secundarios (Figura 9 . l ), pero se desconocen en gran 
medida los pasos intermedios y las estrategias que siguen las células para 
regularla. Se sabe, por ejemplo, que un estrés nutricional puede modificar 
la calidad y la cantidad de los alcaloides en C. roseus (Loyola-Vargas et al. , 
1984; Reyes et al. , 1985) pero no se sabe cómo lo hace. 
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~ Productos finales c=J Productos intermedios 

Figura 9 . l. Principales vías del metabolismo secundario en las células vegetales. 

FUENTE: Loyola-Vargas, 1984. 
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Técnicas para la Producción de 
Metabolitos Secundarios 

Para que el cultivo de células vegetales in vitro tenga aplicación en la 
producción industrial de metabolitos secundarios, se requiere que éstos se 
puedan obtener en grandes cantidades; no ocurre así en la mayoría de los 
cultivos celulares que producen esos compuestos en niveles inferiores a los 
obtenidos en las plantas de las cuales se derivan tales cultivos. No obstante, 
este panorama cambia rápidamente~ como se verá en los ejemplos que se 
presentaB-más adelante la producción de algunos metabolitos específicos 
ha aumentado notablemente mediante diferentes métodos que se empeza
ron a utilizar recientemente. Las tres alternativas principales son: 

- Seleccionar variantes genéticas sobreproductoras. 
- Optimizar el medio de cultivo para la producción de biomasa y para la 

biosíntesis. 
- Producir biomasa en gran escala. 

Modificación genética y selección de líneas 
sobreproductoras 

A diferencia de lo que ocurre con la biología de los microorganismos en 
cuanto a sus aplicaciones biotecnológicas, las células vegetales no han 
recibido todavía un beneficio de los métodos de modifición genética 
disponibles actualmente. 

El desconocimiento de los factores que regulan el metabolismo secunda
rio, e inclusive de las reacciones y enzimas involucradas en él, ha dificul
tado el desarrollo de métodos de selección para obtener líneas sobrepro
ductoras de metabolitos específicos -inducidas por tratamientos muta
génicos- o simplemente para obtener productos de la variación soma
clona! presente en las células vegetales. 

Se pueden aplicar eventualmente en este caso las técnicas para trasferir 
genest descritas en el Capítulo 33. Por ejemplo, existen enzimas que 
desvían los metabolitos primarios hacia las vías metabólicas secundarias y 
son, por lo tanto, factores importantes en la acumulación de los productos 
de tales vías; estas enzimas constituyen blancos específicos de los produc
tores en la manipulación de la expresión de los genes. \Recientemente, 
Berlin (1984) comunicó los resultados preliminares de expbrimentos sobre 
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modificación genética tendientes a aumentar el rendimiento de quinalizi
dina en cultivos de Lupinus sp.; este objetivo podría lograrse introdu
ciendo genes para la expresión (constitutiva) de una lisina-decarboxilasa 
bacteriana. 

Probablemente, una de las más grandes aplicaciones de la fusión somá
tica es la obtención de líneas celulares sobreproductoras de metabolitos 
secundarios. La falta de rediferenciación no es un impedimento si tales 
líneas se van a cultivar en fermentadores, y lo único que se requiere son 
métodos de selección adecuados. Los resultados obtenidos con algunos 
híbridos somáticos de Nicotiana tabacum x N. rustica, que producen 
cuatro veces más alcaloides que N. rustica y 10 veces más que N. tabacum 
(Douglas et al., 1981), son muy sugestivos acerca del potencial que tiene la 
fusión somática en esta área de la biotecnología. Sería también factible 
pensar en líneas sobreproductoras normales pero con más rápido creci
miento u otras cualidades deseables. 

A menudo, los cultivos in vitro que se seleccionan porque producen 
niveles de metabolitos suficientemente elevados y despiertan, por ello, el 
interés comercial, son inestables y no se pueden conservar sin una selección 
repetida; esto se debería a que las células sobreproductoras tendrían una 
velocidad de crecimiento menor que las demás, lo que conduce a su 
eliminación por dilución al hacer los subcultivos. La selección y clonación 
de las células sobreproductoras pueden dar como resultado líneas celulares 
sobreproductoras estables. Sin embargo, se tropieza con dos grandes 
dificultades: tener que seleccionar estas líneas entre una población de 
millones de células, y clonarlas cultivándolas a baja densidad; esto ha sido 
siempre difícil, si no imposible en algunas especies. 

)(' haprin et al. (1984) sdgi~on una solución para el primer problema; 
midieron, por microespectrofotometría, la concentración intracelular de 
ácido rosmarínico en células de Coleus blumei cultivadas en suspensión, 
cuya absorbancia a 330 nm se debe exclusivamente a este ácido. No se ha 
demostrado, sin embargo, que cultivos derivados de células seleccionadas 
por este método sean sobreproductoras o estables ." 

/ 

Un método más eficiente de selección es el descrito por Brown et al. 
(1984), quienes separaron por fluorocitometría protaplastos de Catharan
tus roseus con alto contenido de alcaloides, valiéndose de la fluorescencia 
azul causada por el contenido de serpentina. Este método permite separar, 
cada segundo, 1000 células con una viabilidad elevada; de 30% a 50% de 
estas células generan plantas (Galbraith et al., 1984), lo que representa la 
ventaja de no requerir el cultivo de células aisladas. 
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Otras técnicas, como la separación por punto isoeléctrico, la cual se ha 
aplicado recientemente en la selección de productos de fusión de proto
plastos, serían también de gran utilidad en la separación de células que 
acumulan algún compuesto (Griffin et al., 1985). 

El preacondicionamiento al medio de cultivo es una alternativa que 
puede tener una aplicación generalizada en el plaqueo a baja densidad; 
consiste en cultivar las células a altas densidades sobre un papel filtro 
colocado encima del medio de cultivo sólido, removiendo posteriormente 
el papel y las células. Se ha logrado con este método una eficiencia de 
recuperación del 70%, plaqueando células de C. roseus a baja densidad .' 

Aunque la mayoría de los cultivos celulares producen metabolitos en 
cantidades más pequeñas que las producidas por la planta completa, los 
cultivos de tejidos organizados (órganos) producen a menudo cantidades 
mucho mayores de esos metabolitos. Estos cultivos no han recibido mucha 
atención por la dificultad que se presenta para mantenerlos; sin embargo, 
empleando líneas tumorales derivadas de cepas mutantes de Agrobacte
rium tumefaciens y de A . rhizogenes, las cuales forman tumores organogé
nicos fácilmente cultivables, se podrían obtener buenos rendimientos de 
ciertas sustancias. 

Investigaciones realizadas por Florez et al. ( 1985) indican que las raíces 
que se forman en cultivos de Nicotiana tabacum, Hyoscyamus muticus y 
H. niger, transformados con A . rhizogenes, crecen a velocidades semejan
tes a las de los cultivos en suspensión, y producen niveles de alcaloides 
semejantes a los de la planta madre en el medio de White carente de 
hormoqas. Los niveles de alcaloides se pueden incrementar optimizando el 
medio de cultivo. 

Optimización de los medios de cultivo 

Una de las principales dificultades del uso de células vegetales cultiva
das in vitro para producir metabolitos a nivel industrial es la lentitud de 
crecimiento de aquéllas; esto aumenta significativamente el tiempo que se 
requiere para la producción de biomasa. 

En los sistemas microbianos, el crecimiento y la síntesis de productos 
secundarios son procesos mutuamente excluyentes; algo similar parece 
suceder en los sistemas vegetales, en los que la acumulación de metabolitos 
ocurre durante la fase estacionaria. 

l. Cresswell, P. Información publicada en Agricell Report, 1984. 
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Ejemplos de tal situación son la producción de antraquinonas por 
cultivos de Gallium molugo (WÍlson et al., 1978) y la de alcaloides por C. 
roseus (Zenk et al., 1977). Más aún, se ha informado acerca de condiciones 
nutricionales o físicas que restringen el crecimiento y producen un 
aumento en el nivel de metabolitos (Knobloch et al., 1980; Curtois et al., 
1980). Lindsey et al. (l983a y l983b) han sugerido, inclusive, que en los 
cultivos de solanáceas es indispensable un cierto grado de rediferenciación 
para la producción de alcaloides de tropano. 

Lo anterior sugiere la necesidad de definir la relación (o compromiso) 
entre la velocidad de producción de biomasa y la acumulación de produc
tos, o la de separar ambas fases aunque esto represente mayor número de 
pasos en el proceso. La división del cultivo en dos fases, una de manteni
miento (crecimiento rápido) y otra de producción, empleando diferentes 
medios de cultivo (Zenk et al., 1977), parece ser una estrategia importante 
para lograr una mayor producción de metabolitos específicos; así lo 
demuestra el incremento del 400% en la producción de shikonina alcan
zado por cultivos de Lythosperum erythroryzon (Y amada et al., 1983). 

Pese a lo anterior, Stafford et al. (1985) consideran que la separación 
entre el crecimiento y la acumulación se debe a la variedad de condiciones 
experimentales empleadas con células que se encuentran en un mismo 
estado fisiológico y que, por lo tanto, no corresponde a una característica 
propia de las células. Cuando ellos analizaron la producción de alcaloides 
en relación con el crecimiento del cultivo en células de C. roseus provenien
tes de diferentes fases de crecimiento, pero cultivadas en condiciones 
idénticas, encontraron que en todas las etapas de cultivo la acumulación de 
serpentina era proporcional a la acumulación de biomasa. 

Las técnicas básicas para la inducción y el mantenimiento de callos y 
células en suspensión (descritas en otros capítulos de este libro) han sufrido 
modificaciones específicas dirigidas a resolver los problemas que ocasiona 
la producción de biomasa y el incremento de la productividad. Práctica
mente todos los factores físicos y químicos que constituyen el medio de 
cultivo afectan, de una u otra forma, la velocidad del crecimiento o la 
acumulación de rnetabolitos- o ambas variables. 

El análisis de todos esos efectos está fuera del objetivo del presente 
capítulo y, por lo tanto, sólo se darán algunos ejemplos para ilustrar la 
importancia de la influencia de tales factores. 

Factores nutricionales y pH. Lógicamente, la cantidad de nutrimentos 
en el medio de cultivo tiene influencia directa sobre la velocidad del 
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crecimiento. En general, las concentraciones elevadas de macronutrimen
tos como nitratos, potasio, amonio y fosfatos permiten un crecimiento 
acelerado, mientras que su eliminación lo limita, estimulando al mismo 
tiempo la acumulación de metabolitos. 

El efecto anterior se ha observado en la producción de alcaloides por C. 
roseus (MacCarthy et al., l980a) y de nicotina en cultivos de tabaco 
(Mantell et al., 1983), entre otros. Sin embargo, la calidad de los nutrimen
tos presentes ejerce también influencia en la producción de metabolitos 
específicos; así, se observa que en cultivos de C. roseus diversos medios 
pueden sostener adecuadamente el crecimiento, pero sólo en MS ocurre la 
mayor acumulación de alcaloides (Zenk et al. , 1977). Se observa también 
que la sustitución de nitrógeno inorgánico por nitrógeno orgánico, como 
peptonas o extracto de levaduras, incrementa grandemente la producción 
de alcaloides (Dougall, 1980). 

Los bajos niveles intracelulares de fosfatos producen, en los microorga
nismos, una baja carga energética que resulta en la activación de las 
enzimas del metabolismo secundario (Drew et al. , 1977). En las células 
vegetales, tales niveles son característicos de cultivos seniles; por tanto, no 
es sorprendente que el agotamiento de los fosfatos influya dramáticamente 
en la biosíntesis de metabolitos secundarios. 

La fuente de carbono, principalmente sacarosa y glucosa, es también 
fundamental para mantener el crecimiento celular; sin embargo, en algu
nas ocasiones su adición incrementa la acumulación de metabolitos 
(Davies, 1972). Este efecto se debe probablemente a factores osmóticos. 

La mao/oría de los cultivos celulares se desarrollan a un pH inicial 
óptimo, entre 5 y 6, el cual cambia durante el curso del cultivo. Estos 
cambios pueden afectar gravemente la acumulación de metabolitos, como 
lo demuestra la conversión de triptofano a una variedad de metabolitos 
indólicos. A un pH constante de 6.3, la cantidad de triptofol producido 
dobla la del cultivo con pH variable, y si el pH decae a 4.8, la síntesis se 
inhibe totalmente (Veliky, 1977). 

Factores físicos. Las mismas características de la radiación que afectan 
el desarrollo de las ¡:}íantas in vivo afectan el de las células cultivadas in 
vitro: tanto la longitud de onda, como la intensidad y el fotoperíodo , 
pueden estimular o inhibir la biosíntesis de algún metabolito. Para revisar 
las investigaciones hechas sobre estos efectos, el lector consultará Seiber et 
al. (1980). 

La aireación, ya sea por flujo controlado de gases o por agitación 
mecánica, es indispensable para el incremento de la biomasa y afecta 
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también la acumulación de metabolitos. Este aspecto será discutido más 
adelante cuando se trate sobre el empleo de los fermentadores. 

Existen pocos datos sobre el efecto de la temperatura en la síntesis de 
metabolitos secundarios, pero este efecto no se debe descuidar, como lo 
muestra el caso de los callos de Peganum sp. La temperatura óptima para 
el crecimiento de estos callos es de 30 °C, pero la producción óptima de 
alcaloides ocurre a 25 oc con un rápido decaimiento a temperaturas 
superiores (Nettleship et al., 1974); por otra parte, el contenido de ácidos 
grasos de las células cultivadas in vitro aumenta notablemente a tempera
turas subóptimas para el crecimiento (MacCarthy et al., 1980b). Estos 
datos son congruentes con el hecho de que la acumulación de metabolitos 
ocurre principalmente en fases de lento o nulo crecimiento. 

Reguladores. Los reguladores del crecimiento inducen generalmente la 
formación de metabolitos secundarios in vitro e in vivo . La cantidad y 
calidad de las auxinas presentes al principio del desarrollo del cultivo y 
durante él tiene un marcado efecto sobre el metabolismo primario y 
secundario. 

Es necesario verificar la calidad y las proporciones de los reguladores, 
no sólo por su efecto sobre el crecimiento, sino también sobre la biosínte
sis. La KIN no ejerce ningún efecto sobre el crecimiento de los callos de 
Datura tatula; no obstante, a elevadas concentraciones, inhibe la biosínte
sis de alcaloides (Tabata et al. , 1971). Detalles sobre la amplia literatura 
acerca del tema se pueden consultar en Mantell et al. ( 1983). 

Otro grupo de compuestos que regulan el metabolismo celular y que 
pueden tener un efecto importante sobre la producción de metabolitos 
secundarios es el de las poliaminas. Muhitch et al. (1985) informaron que, 
cuando se añade sacarosa y espermidina a cultivos celulares de la rosa 
Escarlata de Paul en fase estacionaria, se previene el envejecimiento y se 
incrementa la cantidad y la variedad de los fenoles acumulados en las 
células. Este tratamiento podría alargar la vida de los cultivos maduros en 
la fase de producción. 

Otros factores. La adición de carbón activado induce la síntesis de 
ciertos compuestos, como la benzoquinona, en cultivos de Lithospermum 
erythrorhyzon (Fukui et al., 1984). 

La infección por microorganismos patógenos induce la producción de 
una gran variedad de metabolitos secundarios in vitró; de la misma forma, 
la adición de extractos microbianos induce la síntesis de alcaloides, flavo
noides, cumarinas, etc., en las células cultivadas in vitro. Por ejemplo, 

222 



Biosíntesis y bioconversión de metabolitos ... 

Heinstein (1985) añadió muestras de Verticillium dahlial o Fusarium 
moniliforme, esterilizadas en el autoclave, a cultivos de Gosypium arbo
reum, Papaver somniferum y Cephalotaxus harringtonia, y obtuvo ren
dimientos que eran, respectivamente, 19, 92 y 106 veces superiores a los 
testigos. 

El cultivo en gran escala 

Para la producción industrial de cualquier compuesto se requieren 
grandes volúmenes de mezclas de reacción, o de medios de cultivo, en 
fermentadores que permitan obtener toneladas del producto. El cultivo de 
células vegetales en gran escala presenta varias dificultades, las cuales se 
deben resolver antes de que esta técnica tenga mayor aplicabilidad comer
cial. Los principales problemas son: a) el lento crecimiento de la biomasa; 
b) una tendencia a la agregación celular; e) la acumulación intracelular de 
los productos; y d) poca resistencia a la agitación mecánica. 

Ya se ha discutido aquí la rápida producción de biomasa y la acumula
ción de metabolitos mediante la optimización de los medios de cultivo; los 
otros problemas se están afrontando por medio de las siguientes técnicas: 

a) Inmovilización de células en matrices inertes. 
b) Permeabilización. 
e) Diseño de biorreactores especiales. 

Inmovilización de las células. Se trata de una de las técnicas biotecnoló
gicas más importantes para la bioconversión de sustancias por microorga
nismos.' El desarrollo de esta técnica se inició en 1966, cuando Mosbach et 
al. (1966) atraparon células del liquen Umbicaria pustulata en un gel de 
poliacrilamida; desde entonces se ha empleado una gama de sustratos que 
comprende DEAE sephadex, dextrano, carboximetil- celulosa, lana metá
lica, ECTEOLA celulasa, colágeno y, más recientemente, geles de algi
nato, agarosa y carragenina (Lindsey et al., 1983a). La utilización de la 
técnica de inmovilización de células es posterior a 1966 y fue motivada por 
el interés de emplear estas células como reactores biológicos (Brodelius et 
al. ' 1979). 

En Lindsey et al. (1983a) se encuentra un análisis más completo de las 
ventajas de la inmovilización de las células, aunque las razones que justifi
can esta práctica se pueden resumir así: 

a. Las células en suspensión se encuentran en un ambiente muy diferente 
al natural y sufren severos cambios en su metabolismo. Este hecho ha 
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sido demostrado por Zeleneva et al. (1980), quienes encontraron que 
los patrones de actividad de una variedad de enzimas eran similares en 
callos en desarrollo y en el tejido de la raíz del cual se originaron tales 
callos, pero eran muy diferentes en las células en suspensión derivadas 
de lbs mismos callos. 

b. Las células inmovilizadas tienden a crecer más lentamente y a diferen
ciarse, condiciones que conducen a una acumulación de metabolitos 
secundarios, como se mencionó anteriormente. 

c. La inmovilización de las células permite cambiar con facilidad la 
composición química del medio de cultivo y colectar los productos 
secretados sin tener que manipular físicamente las células; la manipu
lación, que es frecuente en los cultivos en suspensión, maltrata gene
ralmente las células. 

Se ha estudiado, empleando varios métodos, la viabilidad de las células 
inmovilizadas en esferas de alginato, agarosa o carragenina, y se ha encon
trado que este proceso no afecta las condiciones metabólicas de las 
células. El análisis espectroscópico del metabolismo del 2iP y del pH 
celular por resonancia magnética nuclear no reveló ninguna diferencia 
entre células de C. roseus cultivadas en suspensión o inmovilizadas en 
agarosa o alginato. 

El estudio de la viabilidad por medio de mediciones de la respiración, 
por incorporación de diacetato de fluoresceína, y por la actividad de la 
enzima 5-beta hidroxilasa (que es dependiente de la viabilidad celular) 
muestra que los protoplastos de Daucus carota y de C. roseus inmoviliza
dos en carragenina, agarosa o alginato poseen, después de catorce días, 
una viabilidad superior a la de los que se cultivan libres bajo las mismas 
condiciones (Linsefors et al. , 1985). 

Otro método es el presentado por Lindsey et al. ( 1984), quienes inmovi
lizaron células de Capsicumfrutescens permitiendo que invadieran pasi
vamente los poros de la espuma reticulada de poliuretano. Las células 
inmovilizadas de esta manera no muestran reducción en su actividac 
respiratoria ni en la actividad de las esterasas, y producen niveles de 
capsaicina mil veces superiores a los producidos por las células en suspen
sión. El método es menos tóxico y más barato que la inmovilización en 
esferas de alginato, y los autores lo consideran básico para el desarrollo de 
la inmovilización celular a escala industrial. 

Permeabilización. Al contrario de las células animales, la mayoría de las 
células vegetales no secretan sustancias al medio de cultivo sino que 
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tienden a almacenarlas en vacuolas; esto es un gran inconveniente cuando 
lo que se desea es una producción continua y barata de tales sustancias, 
pues implica la necesidad de aplicar procesos de extracción y purificación, 
y de regenerar continuamente la biomasa. Lo ideal seria que las células 
secretaran sus productos al medio de cultivo, de donde éstos se recupera
rían sin necesidad de destruir la biomasa. 

La permeabilización celular se puede inducir por medio de tratamientos 
químicos, los cuales se deben definir antes de que el método pueda ser 
aplicado extensivamente. 

Se ha empleado sulfóxido de dimetilo (DMSO) al lO% durante 30 min 
para inducir, en células inmovilizadas de C. roseus, la liberación de ajmali
cina; después del tratamiento se puede usar la misma biomasa para produ
cir más ajmalicina y repetir el proceso varias veces. Sin embargo, este 
método no es aplicable a todos los tipos de células y de procesos; en 
Cinchona ledgeriana la liberación de alcaloides intracelulares requiere 
concentraciones de D MSO superiores al20%, los cuales causan daños a las 
células (Parr et al. , 1984). 

No todos los metabolitos son almacenados intracelularmente, y existen 
algunos informes de liberación espontánea. Cultivos en suspensión de 
Thalictum minus secretan mayor cantidad de berberina (10% del peso 
seco) que la producida por las raíces de la planta madre (0.01 % del peso 
seco); las concentraciones son tan altas que el alcaloide se cristaliza como 
nitrato o cloruro, dependiendo de la composición del medio (N akagawa et 
al. , 1984). 

Biotreactores. Por su diferente tamaño y características estructurales, 
las células vegetales no se pueden cultivar a gran escala en el mismo tipo de 
reactores biológicos que se emplean para el cultivo de microorganismos. 
Esto ha obligado al diseño de contenedores y sistemas de agitación y 
aireación especiales. 

Se ha empleado un gran número de fermentadores con diferentes carac
terísticas, y con capacidades que fluctúan entre 2 y 20,000 litros (Martin, 
1980; Fowler, 1983); estos fermentadores presentan ventajas y desventajas 
que dependen del tipo dé cultivo. Aquí se citan algunas de las característi
cas que se deben considerar. 

Las células vegetales son de 10 a 100 veces más grandes que las células 
microbianas (20 a 150 ll de diámetro) por lo que tienden a sedimentarse con 
rapidez. Esto produce zonas de maduración y de necrosis que afectan la 
población celular que se mantiene en suspensión, dando como resultado 
cultivos multifásicos. 
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Un problema adicional es el aumento en la viscosidad de los cultivos, los 
cuales, por esa razón, deben estar bien agitados. Sin embargo, la agitación 
no se puede hacer por sistemas que produzcan gran turbulencia, debido a 
la presencia de vacuolas (más marcada en las últimas fases de crecimiento) 
y a la baja resistencia que las paredes celulares de las células vegetales 
ofrecen a la agitación; la ruptura del tonoplasma en particular ocasiona la 
liberación de sustancias tóxicas que afectan tanto el crecimiento como la 
producción de las células. Por todo esto, la agitación debe ser lo más suave 
posible y con poca turbulencia. 

El lento crecimiento, con tiempos de generación que fluctúen entre 25 y 
lOO horas, conduce a períodos de incubación de días o semanas durante Jos 
cuales los fermentadores deben ser inaccesibles a microorganismos del 
exterior, ya que con el crecimiento de éstos no podrían competir las células 
vegetales. 

En este caso, tal vez la mejor solución disponible está en los fermentado
res agitados por corriente de aire. Usados por primera vez por Wagber et 
al. (197-7), fueron mejorados por Fowler (1983), quien empleó un sistema 
cerrado de circulación del medio de cultivo, impulsado por aire. Este 
sistema tiene la ventaja de dañar poco las células y de no poseer uniones de 
piezas que faciliten la contaminación. 

Se está investigando acerca de otros sistemas promisorios de agitación. 
El rendimiento más elevado, hasta la fecha , de un cultivo de células 
vegetales es el de Ulbrech et al. (1985), quienes obtuvieron 5 g (21 % de peso 
seco) de ácido rosmarínico por litro de cultivo de Coleus blumei en un 
reactor agitado por un agitador en espiral. 

Estrategia general. Como se aprecia, ha habido considerables avances 
en la producción de metabolitos secundarios a partir de cultivos de tejidos 
vegetales; en general, esto se ha logrado mediante la manipulación del 
medio de crecimiento y la aplicación de métodos de producción en gran 
escala. Esta es una estrategia que consume mucho tiempo, sobre todo 
porque las condiciones óptimas son características de cada especie y se 
deben determinar en cada caso; sin embargo, tal estrategia ha permitidc 
obtener cultivos que producen algún compuesto específico en cantidades 
mayores que las producidas por la planta original (Constabel et al. , 1982; 
Staba, 1982). 

Deus et al. (1982) y Heinstein (1985) han propuesto una estrategia que 
ofrece las mejores posibilidades de obtener líneas celulares con alto rendi
miento; es la siguiente: 
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l. Selección de plantas con alto rendimiento para el metabolito 
deseado. 

2. Establecimiento de una(s) linea(s) celular( es) a partir de la planta 
seleccionada. 

3. Desarrollo de un medio óptimo de crecimiento (no considera la 
producción de metabolitos secundarios). 

4. Desarrollo de condiciones para inducir la síntesis de los productos 
secundarios. 

5. Selección clona! de las líneas celulares de alto rendimiento. 

6. Desarrollo de un medio óptimo para la producción de los metaboli
tos secundarios. 

Esta estrategia ha permitido a Deus et al. ( 1982) obtener líneas celulares 
de Catharanthus roseus cuyo rendimiento de ajmalicina es del orden de 
369 mg/ litro, así como una elevada frecuencia de colonias (23%) con más 
de 1% (peso fresco) de serpentina. 

Micro propagación 

Aunque en este trabajo se ha discutido únicamente el empleo de células 
cultivadas in vitro, no se debe olvidar otra forma en que el cultivo de 
tejidos vegetales puede contribuir a la obtención de metabolitos importan
tes: la selección y la micropropagación en gran escala de plantas sobrepro
ductoras, que son la fuente natural de ciertos compuestos. Esta alternativa 
es particularmente importante para los países del tercer mundo que, como 
se discute más adelante, se verán seriamente afectados por el desarrollo 
biotecnológico a nivel mundial. 

Cultivo in Vitro para Producir Metabolitos 
Secundarios 

Algunos de los compuestos químicos de importancia económica cuya 
producción por células cultivadas in vitro se está investigando se presentan 
en el Cuadro 9 .1 . Los beneficios esperados de la industrialización de estos 
cultivos se pueden resumir así: 

- Producción, en escala industrial, de algunas sustancias naturales. 
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- Producción de sustancias difíciles de obtener por extracción o por 
síntesis química. 

Reducción de los costos de producción de estas sustancias, a largo 
plazo. 

Eliminación de la dependencia en materia de importación. 

- Producción continua y controlada de sustancias, independientemente 
de los factores del medio ambiente. 

- Precios estables. 

- Posibilidad de realizar la producción cerca de las fábricas de procesa
miento final y de los mercados. 

Cuadro 9.1. Productos naturales obtenidos de plantas y sus usos industriales. 

Producto Especie vegetal Uso industrial 

Codeína Papaver sommiferum Analgésico 
Diosgenina Dioscorea deltoidea Anticonceptivo 
Quinina Chinchona ledgeriana Antimalárico 

Amargorizante 
Digoxina Digitalis /anata Cardiotónico 
Escopolarnina Datura stramonium Antihip~rtensivo 

Vincristina Catharanthus roseus Antileucémico 
Piretreína Chrysanhemum cinerariaefolium; 

Pyrethrum sp. Insecticida 
Taumatina Thaumatococcus danielli Edulcorante 
Jasmina Jasminum sp. Perfume 
Shikonina Lithospermum erythrorhyzon Colorante 
Teobrornina Theobroma cacao Saborizante 
Reserpina Ranwolfia serpentina Antihipertensivo 
Vainillina Vainilla planifolia Saborizante 
Menta Mentha piperita, M. viridis Saborizante 
Capsaicina Capsicum frutescens Saborizante 
Esteriosida Stevia rebaudiana Edulcorante 

La biosíntesis de la shikonina y la biotrasformación de precursores, que 
se describen enseguida, son ejemplos que indican la posibilidad de lograr, 
en un futuro no muy lejano, grandes producciones de un gran número de 
sustancias de importancia industrial, médica y agronómica mediante esta 
técnica, y bajo condiciones económicamente factibles . 
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Biosíntesis de shikonina 

La shikonina es un pigmento que se extrae de las raíces de Lithosper
mum erythrorhyzon, una planta perenne nativa de Japón, China y el 
sureste asiático, donde crece en forma silvestre. Esta planta está sufriendo 
una rápida disminución en su población, y además su rendimiento en 
shikonina depende de la distribución geográfica y del clima, lo que hace 
muy variable la disponibilidad de este pigmento. Aunque éste se puede 
sintetizar químicamente, el proceso es económicamente impracticable, ya 
que requiere doce pasos y tiene un rendimiento final de sólo 0.7%. 

La biosíntesis de shikonina por medio de cultivos celulares de L. eryth
rorhyzon es el mejor ejemplo que se puede dar sobre la aplicabilidad de la 
tecnología para la producción de metabolitos secundarios. Por un lado, las 
dificultades para la obtención y la síntesis química del pigmento caracteri
zan el tipo de problemas que el cultivo in vitro puede resolver, y por otro, la 
metodología empleada ejemplifica el uso de las técnicas descritas aquí. La 
shikonina ya entró en la etapa de producción en gran escala: la produce la 
compañía petroquímica Mitsui del Japón y constituye el primer producto 
industrial de esta tecnología. 

La estrategia para la producción de shikonina por células cultivadas in 
vitro (Y amada et al., 1983) consistió primero en el desarrollo de un sistema 
de cultivo e¡;¡ dos fases, una de rápido crecimiento celular y otra de 
producción del pigmento; las dos fases dieron como resultado un incre
mento cuatro veces mayor que el obtenido en el sistema de una sola fase. 
Luego·se hizo la optimización de las condiciones del medio de cultivo de 
cada fase, lo que aumentó 13 veces la productividad. Posteriormente, se 
hizo la selección de las líneas celulares derivadas de protoplastos, cuyas 
elevadas velocidades de crecimiento y producción de shikonina incremen
taron aún más la productividad. 

La optimización de la o~igenación de los cultivos (a nivel de planta 
piloto) para alcanzar una densidad celular elevada constituyó el último 
paso en un proceso de optimización que produce cantidades de shikonina 
800 veces superiores a las obtenidas de la planta natural. Según investiga
dores de Mitsui, la cantidad de pigmento producido en un fermentador de 
750 litros en 14 días equivale a la que podría extraerse de las plantas en una 
superficie de aproximadamente 18 ha. 

La shikonina producida in vitro se está vendiendo actualmente a 
US$4000 por kilogramo. 
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Biotrasformación de precursores 

La biotrasformación de precursores mediante cultivo de tejidos vegeta
les permite la síntesis de compuestos de interés económico, como también 
elucidar las vías de la biosíntesis; en este último sentido se ha trabajado 
más arduamente. El potencial de esta técnica para producir moléculas 
marcadas específicamente en alguna posición clave, o productos estereo
químicamente puros, permite suponer que habrá un incremento muy 
marcado en el estudio de los productos secundarios. 

La biotrasformación se lleva a cabo empleando varias de las metodolo
gías descritas; por ejemplo, Furuya et al. ( 1984), usando alginato de calcio, 
inmovilizaron células de P. somniferum capaces de trasformar codeinona 
(-)en codeína (-),con una eficiencia del 70.4% en suspensiones agitadas; en 
un biorreactor la eficiencia fue del 42%. 

Se han utilizado cultivos en suspensión de Cannabis sativa L. para 
trasformar el cannabidiol en cannabielsoína y en un compuesto aún no 
identificado; ésto constituye otra posible aplicación de la biotrasforma
ción, o sea, la producción de metabolitos hasta ahora desconocidos (Loh et 
al. , 1983). 

La l-0-( 1-t•C)hexadecil-2-acetil-glicero-3-fosfolina es un factor de acti
vación de las plaquetas, que se emplea en la investigación biomédica y que 
es extremadamente difícil de sintetizar químicamente. Aunque las plantas 
no producen esta clase de compuestos, las células cultivadas in vitro se 
pueden usar como biorreactores para trasformar sus precursores; Weber et 
al. ( 1985) emplearon cultivos celulares de Brassica napus para convertir los 
1-0-alquil-sn-gliceroles en sus correspondientes l-0-alquil-2-acil-sn
glicero-3-fosfocolinas, con una eficiencia del 70 al 78%; la hidrólisis alca
lina y la acetilación posteriores producen el derivado final. Adicional
mente, tales cultivos producen los compuestos esteroquímicamente uni
formes a partir de muestras racémicas , reducen en cuatro pasos la síntesis 
total y permiten marcar con t4C las cadenas alquilo que antes solamente 
habían podido ser marcadas con JH. 

Un último ejemplo de biotrasformación es el trabajo de Alferman et al. 
(1984) , quienes han desarrollado una metodología para la biotrasforma
ción de 13 -metil digitoxina en 8 -metil digoxina por medio de células de 
Digita/is /anata inmovilizadas en alginato. En una reactor de 200 lt, estas 
células llevan a cabo la conversión, por más de 170 días, a una velocidad 
constante; en un lapso de 13 días se pueden extraer 430 mg de 8 -metil 
digoxina por litro de cultivo, lo cual representa el 70% del sustrato añadido 
y la base para producir 800,000 tabletas cardiovasculares. 
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Producción de Metabolitos Secundarios 
en los Países en Desarrollo 

Como se ha visto, son muy grandes los beneficios potenciales de la síntesis 
de productos químicos por células cultivadas en reactores biológicos. No 
se debe subestimar el atractivo que sobre los métodos convencionales de 
producción agrícola y farmacéutica tiene la nueva tecnología para las 
empresas de los países industrializados, particularmente en lo que se 
refiere a la obtención de la materia prima de los países en desarrollo. La 
mayoría de las sustancias cuya producción in vitro se está considerando 
actualmente provienen de plantas nativas de los países en vías de 
desarrollo. 

La industrializacion del cultivo de tejidos vegetales podría representar 
dos tipos de situaciones para el tercer mundo: a) el desplazamiento de 
algunas de sus exportaciones de productos naturales, lo que parece ser una 
consecuencia inevitable de la revolución biotecnológica en general; y b) un 
aumento de su dependencia de los países industrializados (Kenney et al., 
1983). 

Al considerar el impacto socioeconómico de la biotecnología no se 
puede hablar de hechos, ya que la situación actual no tiene precedente 
comparable. Sin embargo, dada la importancia y el alcance de este campo, 
parece conveniente intentar hacer algunas predicciones basadas en la 
experiencia adquirida y en el análisis de las tendencias actuales. 

Las instituciones nacionales deberían disponer de toda la información 
posible al respecto, para anticipar a tiempo y de manera adecuada la 
dirección de los cambios rápidos provocados por la biotecnología. La 
acción rápida es necesaria para evitar el crecimiento de la brecha tecnoló
gica con los países industrializados, por dos causas principales: a) las 
grandes inversiones de capital que demanda la investigación básica para 
desarrollar un producto biotecnológico hasta llevarlo al mercado; b) la 
alta especialización de los conocimientos científicos y tecnológicos que se 
requieren para desarrollar esos procesos, y que implicaría dificultades para 
adquirir recursos humanos adecuadamente capacitados. 

La privatización de la biotecnología tendría los siguientes efectos: 

l. Se restringirá el acceso a la información en este campo. 

2. Habría competencia para los mercados de los nuevos productos, y los 
países sin suficientes recursos se sentirían afectados. 
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3. Posiblemente estos países tendrían que adquirir sustancias que ante
riormente provenían de cultivos nativos. 

En resumen, todo lo anterior parece indicar que los países menos 
desarrollados no sólo perderían algunos de sus mercados tradicionales, 
sino que también tendrían dificultades para establecer su propia industria 
biotecnológica. Sin embargo, es necesario insistir en que en este momento 
el futuro no está determinado. 

Es necesario planear a corto y largo plazo la tecnología del cultivo de 
tejidos vegetales y de la biotecnología en general. Es esencial que cada país 
en vías de desarrollo tenga una idea clara acerca de los últimos adelantos 
de la biotecnología a nivel mundial, y con este propósito debería disponer 
de una lista de todas las especies sobre las cuales se está investigando, y 
conocer los objetivos de estas investigaciones. 

Por otra parte, las instituciones nacionales no deben ignorar la vulnera
bilidad de los sectores campesinos y de los pequeños productores ante los 
posibles efectos negativos de la biotecnología. Es importante que se creen a 
tiempo alternativas para evitar dichos efectos negativos. 

La estrategia más importante para los países en vías de desarrollo sería 
desarrollar su propia infraestructura, y los conocimientos necesarios, para 
la utilización del cultivo de tejidos vegetales. Esto les permitirá hacer una 
investigación básica acorde con sus necesidades . Para un análisis más 
profundo sobre este tema ver Eastmond (1985). 

Consideraciones Finales 

Los autores del presente capítulo no consideran apropiados los análisis y 
las evaluaciones tecnológicas que se han hecho sobre el estudio del metabo
lismo secundario de las células vegetales. Es ésta una disciplina biológica 
que, aunque se encuentra aún en una fase temprana de su desarrollo, posee 
un enorme potencial para generar conocimientos que pueden aplicarse al 
desarrollo de tecnologías económicamente factibles (Goldstein et al., 1980; 
Fowler, 1983). 

Tomando como ejemplo la biología molecular, se observa que ella se 
desarrolló felizmente desde los años cuarentas hasta 1972 sin que nadie 
sospechara cómo iba a ayudar a la comprensión de problemas médicos 
como el cáncer, ni mucho menos cuál sería su potencial económico en la 
ingeniería genética. A pesar de lo anterior, nadie puso en duda la conve
niencia de llevar a cabo investigaciones en ese campo, ni nadie tomó en 
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cuenta los costos de la misma. Se trataba de una investigación por el 
conocimiento mismo, mientras que la investigación biotecnológica actual 
es, en muchos casos, una investigación por el desarrollo comercial 
tecnológico. 
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