Cultivo de tejidos en la agricultura

En determinadas circunstancias, la produccién de metabolitos secunda-
rios, particularmente de uso farmacéutico, que se observa en células culti-
vadas in vitro es una alternativa promisoria para la produccién de los
mismos en las plantas (véase Capitulo 9). Generalmente, el espectro de los
metabolitos secundarios producidos por las suspensiones celulares es
comparable con el producido por las plantas, aunque frecuentemente la
proporcién cuantitativa es diferente; es decir, en algunos.casos las suspen-
siones celulares producen cantidades relativamente mayores de un com-
puesto y menores de otro.

Ocas1onalmente se puede detectar, en las suspensmnes celulares la
sintesis de compuestos desconocidos en la planta; sin embargo, lo que
ocurre con mayor frecuencia en esas suspensiones es la pérdida de la
capacidad para sintetizar algun compuesto que se halla presente en la
planta (Bohm, 1980; Constabel et al., 1982). La variedad de las suspensio-
nes celulares puede modificar el espectro de los metabolitos secundarios
producidos; la variacién no necesariamente es de naturaleza genética.

Los factores que afectan el ritmo de crecimiento y la organizaci6n de las
células cultivadas influyen también en el contenido de metabolitos secun-
darios, y un medio de cultivo adecuado para el crecimiento no siempre es
adecuado para la produccién'de determinados compuestos. Entre otros
factores se deben tener en cuenta la compos1c16n (mineral y organica) de
los medios de cultivo y el pH (Zenk et al., 1977; Hagimori et al., 1982b;
Bohm, 1980; Knobloch et al., 1981). ' ' '

Un ejemplo de lo anterior es. el caso del 2,4-D, cuyo contenido en el
medio afectalafriabilidad de los agregados celulares; un.aumento de 2,4-D
lleva a unacaidaen la produccién de alcaloides de diferentes suspensiones
celulares, mientras que niveles relativamente bajos:-han tenido general-
mente un efecto contrario (Tabata et al., 1976; Roustan et al., 1982;
Hagimori et al., 1982a; Lindsey et al., 1983a). La adicién de diferentes
precursores al medio de cultivo y la utilizacién de inhibidores metabolicos
pueden modificar la formacién de productos secundarios (Bohm, 1980).

Factores ambientales como la luz, los niveles de oxigeno, y el diéxido de
carbono también afectan la produccién de metabolitos secunc{arios en las
suspensiones celulares; la luz tiene mucha importancia en la sintesis de
determinados compuestos (Bohm, 1980, Lindsey et al., 1983a).

Por lo general, las suspensiones celulares que crecen en los bioreactores
son mas productivas. Los bioreactores se basan en los principios del
sistema de cultivo continuo y abierto; en ellos las suspens1ones se pueden
controlar con relativa facilidad y las condiciones ambientales se pueden
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manipular. Como la biosintesis de metabolitos secundarios ocurre princi-
palmente durante la fase estacionaria, los bioreactores deben ser adecua-
dos para contener grandes cantidades de suspensiones celulares en esta
fase. ‘ ‘

En los tltimos afios, la inmobilizacion de células vegetales ha recibido
mucha atencidn, ya sea para la produccién o para la biotrasformacion de
productos vegetales. En este sistema las células se inmobilizan por medio
de materias inertes y se cultivan en un medio liquido; el método de ‘atrapar’
las células, por ejemplo en alginatos, se usa ampliamente (Morris et al.,
1981; 1983). En los cultivos de células ‘atrapadas’, la produccién de meta—
bolitos secundarios puede aumentar con respecto al cultivo de las clasicas
suspensiones celulares (Lindsey et al., 1983b y 1983c; Brodelius et al.,
1979). ‘

Aislamiento de mutantes ‘

Las suspensiones celulares constituyen sistemas adecuados para el ais-
lamiento yla seleccién de mutantes. Con métodos similares a los utilizados
en microbiologia se puede tratar, manipular, plaquear y seleccionar un
gran m’lmero de células. ‘

Una gran d1ferenc1a entre la suspensu’m celular y el cultivo de bacterias
radica en el hecho .de que la suspension presenta agregac16n celular,
mientras que en los cultivos de bacterias cada célula estd libre en el medio.
La presencia.de los agregados en las suspensiones celulares modifica la
distribucion de los mutantes esperados, pero no descarta la posibilidad de
aplicar los criterios. de la genética microbiana en los experimentos de
aislamiento de mutantes (Murphy, 1982).

Los cultivos de células en syspension, por sf solos, generan variabilidad
genética (Meins, 1983; véase también el Capitulo 13); sin embargo, es
posible inducir una variabilidad adicional exponiendo las células; gene-
ralmente en la fase de retraso o en la exponencial, a agentes mutagénicos.
Los agentes mutagénicos pueden ser de naturaleza fisica como laluz UV,
los rayos Y y los rayos X, o de naturaleza quimica como el sulfonato de
etilmetano (EMS) o el N-etil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NG). Después
del tratamiento, las células se cultivan en medios frescos para permitir su
recuperacion, y luego se plaquean en medios selectivos.

La seleccion se puede llevar a cabo con inhibicién metabdlica usando
analogos de aminoécidos, herbicidas, toxinas de agentes fitopatdgenos, o
alta concentracidn de sales. Las colonias que crecen bajo la presion selec-
tiva se pueden separar y caracterizar.
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Lautilidad de las suspensiones celulares parael aislamiento de mutantes
se hademostrado en varios experimentos exitosos que brindaron mutantes
estables. Sung (1976a) gislé lineas celulares mutantes de zanahoria resis-
tentes al 5-fluorouracil y a la cicloheximida, inhibidora ésta de la sintesis
de proteinas. Reish et al. (1981).aislaron lineas de alfalfa resmtentes ala
etionina Juego de un tratamiento con.EMS, ”

Varias de las lineas reslstentes a los analogos de ammoécxdos contienen
mayores cantldades de metionina y, cisteina. thmamoto et al. (1981)
seleccionaron, luego de tratamientos mutagémcos lineas celulares de maiz
resxstentes a la ammopterma Erdei et al (1982) han aislado dlferentes
tipos de mutantcs por. ejemplo alslaron una linea celular estable de trigo
resistente al DMSO que tiene ‘alterada’ la compos1c16n 11p1d1ca de la
membrana celular.,

Murphy et al. (1981), trabajando con suspensiones celulares de Rosa
damascena, aislaron lineas resistentes a los cloratos; en algunas de estas
lineas, la actividad de la nitratoreductasa es nula; por.lo que:no pueden
crecer. én medios que contengan-inicamente nitratos. De suspensiones
celulares formadas por ¢élulas predominantemente haploides. se pueden
aislar mutantes auxotréficos. Aunque la mayoria de estos mutantes:se ha
producido con propésxtos genéticos o bioquimicos, algunas de sus caracte-
risticas 1mportantes se han expresado-también a nivel de la suspensién
celular, como en el caso de la tolerancia a sales (Warren et al; 1982).
Asimismo; Ojima et al. (1983) aislaron Hri¢as celulares tolerantes al alumi-
nio y al manganeso. Por otra parte, las lffieas resistentés a l0s' anélogos de
los aminodcidos producen mayores cantidades del correspondiente ami-
noacido natural que las lineas celulares normales (Reish et al. 1981)

Las tolerancias a metales pesados, toxmas de fltopatégenos herbxcxdas
o condiciones éxtremas del pH del suelo constituyen temas que : se ‘pueden
estudiar mediante la utilizacién de suspensiones celulares (Chaleff 1983)
En la Figura 8.7 se observa, como ejemplo, el efecto del°éxtracto de:
Colletotrichum gloeosporioides sobre el cultlvo de células en suspensn’)n
de Stylosanrhes guianensis.

e

Embriogépésis somadtica

Las suspensiones celulares constituyen sistemas de grah utilidad parael
estudio de'los'procesos de diferenciacién y desarrollo de los embriones
resultantes de la embriogénesis somética (véanse Capitulos’S, 7, y-13).
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Figura 8.7 Pligueo de suspemsiones celulares de Styfosanthes pedanensisen MS + ANA
(0.5 mg!1) + BAP (D8 mg). A) testigo, BY con extracto de Colletotrichm
glovospenioddes: C) en elmedio de Crapek (medio de crecimiernite Jdel hongo).

Ll crecimiento de las suspensiones celulares de zanahonia { Dawcus
carota 1) noes organizado cuando s¢ usan medios que contienen 2,4-1;
pero cuando las soluciones se cultivan en el mismo medio desprovisto de la
auxina, hay desarrollo de embriones (McWilliam et al., [974). El potencial
embriogenénico varia de cultivo a cultivo v declina con la edad de las
suspensiones.

Se han descrito algunos sistemas, especialmente de zanahoria, en que la
diferenciacion de embriones se lleva a cabo de manera eltamente sincroni-
zada (mas del 80%) u partir de pequeiios agregados celulares. Estos siste-
mas son muy utiles para la realizacion de estudios bioguimicos relaciona-
dos con lnembriogénesis somatica (Jones, 1974; Fujimura et al., 1981), Sc¢
ha publicado acerca de la sintesis de proteinas, de ADN y de ARN (Verma
et al., 1978; Fujimura et al., 1980, 1981) y sobre los efectos tanto de
diferentes reguladores del crecimiento (Jones, 1974; Sung et ul., 1979)
como del carbon activado (Drew, 1979),

El establecimiento de suspensiones celulares embriogénicas ha sido
dificil en especies de gramineas (King et al., 1978). Sin embargo se han
establecido cultivos de este tlipo en algunas especics como Penmsetim
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americanum (Vasilet al., 1980, 1982), Panicum maximum (Luet al., 1981),
cafiade azicar (Ho et al., 1983; Larkin, 1982) y maiz (Lu, 1982; Vasil, 1983;
Vasil et al., 1984).

También se han descrito suspensiones embriogénicas para otras especies
de plantas, entre ellas Carica spp. (Litz et al., 1983), tréboles (Gresshoff,
1980) y Dioscorea spp. (Ammirato, 1984).
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