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" Cultivo de tejiéios enla agricultura

Introduccién

Los cultivos de células y tejidos vegetales in vitro constituyeh actualmente
una alternativa para producir sustancias de uso farmacéutico, agricola o
industrial, cuya produccién comercial por: los métodos convencmnales_
—sintesis quimica o extraccién de las plantas que los sintetizan— resulta
dificil o econdmicamente poco viable.

Estos cultivos in vitro constituyen asimismo una promesa para aumen-
tar €l rendimiento de los principios activos presentes en las plantas, asi
como para controlar mas adecuadamente su produccién.

Los conocimientos que se adquieran acerca de los metabolitos secunda-
rios y de su biosintesis son necesarios, no sélo por el conocimiento en si,
sino para aprovechar mejor los componentes sintetizados por las plantas,.
especialmente las nativas. Conocer la regulacién de una via metabdlica en
particular dard mayores posibilidades de producir el compuesto deseado
en mayor cantidad. En este caso, la bioquimica, el cultivo de células
vegetales y la genética tendran un papel muy importante.

La Fitoquimica y los Metabolitos Secundarios

Laindustria farmacéutica tuvo su origen en los pequefios laboratorios que
se encontraban en la parte posterior de las boticas (las actuales farmacias)
donde se preparaban las mezclas de ‘yerbas’ que serian usadas en algin té o
infusidn, o donde se extraian principios activos de las plantas cuando esto
era posible. Surgieron asi medicamentos tan importantes como el derivado
de la Cinchona ledgeriana, conocido entre los indigenas de la. Nueva
Espaiia como la “yerba para las fiebres” y en Europa como los polvos de
lacondesa”. El principio activo, ahora usado y conogidd como quinina, se
sigue extrayendo de la misma C. ledgeriana y de C. officinalis.

Otra planta muy importante estudiada en la ‘botica’fue la portadoradel
principio alcalino del opio, el cual es capaz de disminuir o quitar el dolor
mas fuerte. Se trata de un analgésico que hasta nuestros dfas 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 adiccién
(opiéceos sintéticos).

Hasta principios del siglo XX, todos o casi todos los .med.icamentos
usados proveniam de las plantas. Vino después la época en que la sintesis
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orgéanica sustituy6 a las plantas como fuente de los principios activos y se
produjeron los llamados medicamentos de patente; ain no se lograba la
sintesis de la quinina, la morfina y muchos otros compuestos, pero la -
fitoquimica pas6 a ser una disciplina secundaria pues ya las plantas no
constitufan la tinica fuente de fArmacos. S6lo muchos afios después del
aislamiento de la morfina y de la identificacion de su estructura, Gates y
Tschudi (1952; 1956) lograron su sintesis total, pero sin que ésta tuviera
posibilidades comerciales. En 1944, Woodward logr6 la sintesis de la
quinina, pero el método quedé también como una curiosidad de labo-
ratorio.

Entre tanto, la fitoquimica sigui6 produciendo compuestos ftiles; se
aislaron los glucésidos de Digitalis purpurea, de los cuales se obtuvo el
mejor cardioténico que se conoce. En 1926, Cloettalogré el aislamiento de
ladigitoxina, y Windaus y Freese lograron su purificacién 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 sintesis de los compuestos anteriores es un reto para los:quimicos,
pues la lactona de cinco miembros conjugados, unida al carbono 17 con
giro libre, y el grupo hidroxilo en posicién beta del carbono 14 no facilitan
esta sintesis. Por esta razén, todavia se sigue usando un extracto de
Digitalis, a pesar de que otros medicamentos con estructuras quimicas
diferentes a los glucésidos mencionados son también 1tiles para mantener
el ritmo cardiaco.

En 1940, Marker y colaboradores aislaron la diosgenina de Dioscorea
compositae; se trata de una sapogenina esteroidal, la cual se convirtié enla
base de la industria para la produccién de las hormonas que se usan en €l
control de la nataltdad o bien para sintetizar compuestos de laimportancia
de la cortisona; ésta se emplea en el tratamiento de la artritis. Pese al
enorme desarrollo de laindustria, no se halogrado la sintesis 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 degradacién. Asf se obtiene, del nicleo
béasico de estos compuestos, la 16-dihidro-pregnenolona, la cual se puede
modificar quimicamente para obtener los productos deseados, como cor-
ticoides y hormonas.

Otros compuestos de gran interés farmacolégico y comercial son los
alcaloides de Catharantus roseus, planta conocida en México como jua-
nita, chula, vicaria, maravilla, etc., segun la regién. Se trata de la fuente
natural de un gran nimero 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 maés, 1a sintesis quimica ha fallado en sustituir una
planta que produce rendimientos muy bajos.

Extraccién de principios activos de plantas:
algunas limitaciones

En los ejemplos anteriores se observa que existen muchas dificultades
para sintetizar principios activos, no sélo de uso farmacéutico, sino tam-
bién-de otro tipo como las piretrinas (insecticidas), y esto ha hecho que se
vuelva la atencidn hacia las plantas como fuentes de productos naturales.
Sin embargo, 1as plantas también presentan problemas para la obtencién
de los compuestos. ‘ ‘

La quinina, que se extrae de la corteza de Cinchona officinalis y de C.
ledgeriana, es un ejemplo al respecto; hay que esperar aproximadamente
21 afios para que la planta llegue a laedad adecuaday se pueda explotar, y
se hace necesaria una reforestacién bien organizada para no perder la
produccion.

También hay ejemplos de sobreexplotacion de recursos silvestres no
domésticos, que trae como consecuencia una reduccion en el rendimiento
o laextincién de la especie. Tal esel 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% 0 3.5% y, ademds, 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 pequefias en la planta, lo que ha creado la necesidad de
buscar variedades con mayores porcentajes de tales alcaloides; sin
embargo, aun después de una bisqueda exhaustiva como la que realizaron
Zenk et al. (1977), quienes analizaron 184 muestras provenientes de dife-
rentes sitios geograficos, no se ha encontrado una planta con mayor
rendimiento. ' B

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 tréafico ilegal de morfina. De esta planta se obtiene también la
codeina, un derivado de la morfina, que es un antitusivo muy eficaz,
ademas de analgésico.

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

Conceptos bisicos sobre los metabolitos secundarios

Se definen como metabolitos o productos secundarios aquellos com-
puestos que no tienen una funcién reconocida en el mantenimiento de los
procesos fisiol6gicos 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
funcién biolégica y su aplicacién.

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

Por otro lado, Bell (1981) sugiere que algunos metabolitos secundarios
serian el producto final de un proceso biosintético aberrante y otros serian
productos de excrecién; propone ademis que tales productos se han
mantenido alo largo de la evolucién debido a que los.genes que codifican
su sintesis se encuentran ligados-a un gen esencial para la sobrevivenciade
la planta.

Sin embargo, existen evidencias de que los metabolitos secundarios se
encuentran bajo una estricta regulacién metabélica (Reyes et al., 1985;
Loyola-Vargas et al., 1984) y que su sintesis est4 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 suglere que los metabolitos pueden
tener una funcién importante parala sobrevivencia de las plantas yquela
falta de informaci6n sobre las vias de su sintesis es lo que ha provocado la
especulacion.

Enlaactualidad se dispone de un esquema general sobre la biosintesis de
los metabolitos secundarios (Figura 9.1), 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
lacalidad y la cantidad de los alcaloides en C. roseus (Loyola-Vargaset al.,
1984; Reyes et al., 1985) pero no se sabe cémo lo hace.

215




Cultivo de tejidos en la agricultura
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Figura 9.1. Principales vias del metabolismo secundario en las células vegetales.
FUENTE: Loyola-Vargas, 1984.
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Técnicas para‘la Produccion de
‘Metabolitos Secundarios

Para que el cultivo de células vegetales in vitro tenga aplicacién en la

producci6n industrial de metabolitos secundarios, se requiere que €stos se

puedan obtenet'en grandes cantldades' no ociirre asi en la mayoria de los

cultivos celularés que producen esos compuestos en niveles inferiores a los

obtenidos-enTas plantas de las cuales se derivan tales cultivos. No obstante,

este panoramacambia rdpidamente'y, como se verd en los ¢jemplos que se

presentan més adelante, la produccién-de algunos metabolitos especificos

ha aumentado-nétablemente 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 produccién de biomasa y parala
biosintesis. ‘

- Producir biomasa en gran escala,

Modificacién genética y.seleccion de lineas
sobreproductoras

A diferenciade lo que ocurre con la biologia de los microorganismosén
cuanto a sus aplicaciones biotecnolégicas, las células .vegetales no han
recibido.todavia un beneficio de los métodos de mod1f1c16n genética
disponibles actualmente. :

El desconocimiento de los factores que regulan el metabolismo secunda-
rio, & inclusive de las reacciones y enzimas involucradas en €, ha dificul-
tado el desarrollo de‘métodos de seleccion para obténer lineas sobrepro-
ductoras de metabolitos especificos —inducidas por tratamientos muta-
génicos— o simplemente para obtener productos de la variacién soma-
clonal presente en las célu}as vegetales

Se pueden aplicar eventualmente en este caso las técnicas para trasferir
genes, descritas en el Capltulo 33, Por ejemplo existen enzimas que
desvian los metabolltos prlmarlos hama las vias metabolicas secundarias y
son, por lo tanto factores importantes en la acumulacién de los productos
de tales vias; estas enzimas constituyen blancos espec1f1cos de los produc-
tores en la man1pulac16n de la expresuSn de los genes. Recientemente,
Berlin (1984) comumcé los resultados preliminares de experimentos sobre
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modificacién genética tendientes a.aumentar el rendimiento de quinalizi-
dina en cultivos de Lupinus sp.; este. QbJethQ podua lograrse intrequ-
ciendo genes para la expresién (constitutiva) de una lisina-decarboxilasa
bacteriana.

Probablemente, una de las més grandes aplicaciones de la fusién somé4-
tica es la obtencién de lineas celulares spbreproductoras de metabolitos
secundarios. La falta de rediferenciacién no es un impedimento si tales
lineas se van a cultivar en fermentadores, y lo inico que se requiere son
métodos de seleccion adecuados. Los resultados obtenidos. con algunos
hibridos sométicos. de Nicotiana taba¢um.-x N, rustica, gue producen
cuatro veces mas:alcaloides que N. rusticay 10 veces més que N. tabacum
(Douglas et al,, 1981), son muy sugestivos acerca del potencial que tiene la
fusién somaética en esta area de la biotecnologia. Seria también factible
pensar en lineas sobreproductoras normales pero,con més répldo greci-
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 seleccién
repetida; esto se deberfa a que'last¥lulad sobreproductoras teridrian una
velocidad de crecimiento menor que las demds; lo*que condudé’a su
eliminacién por dilucién al hacer los subcultivos. La seleccién y clonacién
de las células sobreproductoras pueden dar como'resultado-linsas celulares
sobreproductoras estables. Sin -embargo, -se ‘tropiezé con dos grifides
dificultades: tener que seleccionar estas lineas entre una poblaéién: de
millones de células, y clonarlas cultivindolas a baja densidad; esto hasido
siempre dificil, si no 1mpos1ble en algunas espec1es

Chaprin et al. (1984) suglrleron una solucu’m parael prlmet problema
midieron, por microgspectrofotometria, la concentracion intracelular de
4cido rosmarinico en células de Coleus blumei cultivadas en suspension,
cuya absorbancia a 330 nm se debe exclusivamente a este 4cido. No se ha
demostrado, sin embargo, que cultlvos denvados de células seleccionadas
por este método sean sobreproductoras o estables.

Un método més eﬁc1ente de selecmén es el descrito’ por Brown et al.
(1984), quienes separaron por ﬂuorocnometria protaplastos de Catharan-
tus roseus con alto contenido de alcalmdes, valléndose dela ﬂuorescenc1a
azul causada porel contemdo de serpentma Este método permlte separa,r,
cada segundo, 1000 células con una viabilidad elevada de 30% a 50% de
estas células generan plantas (Galbraith et al., 1984), lo que tepresenta la
ventaja de no requerir el cultivo de células’ alsladas
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~ Otras técnicas, como fa sepafacién por punto isoeléctrico, la cual se ha
aplicado recieritemente en la seleccién de productos de fusién de proto-
plastos, serfan también de gran utilidad en la separacion de células que
‘acumulan algin: compfuesto (anfin et al., 1985)

El preacondwmnam;ento al medlo de CUlthO €s una alternatlva que
puede tener una aplicacién 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 sélido, removiendo posteriormente
el papel ¥ las células. Se ha logrado ¢on este método una eficiencia de
recuperacién del 70%, plaqueando células de C. roseus a baja densidag;!

Aunque la mayoria de los cultlvos celulares producen metabolltos en
cantldades més pequefias que las produc1das por la planta complcta los
culuvos de tejldOS orgamzados (6rganos) producen a menudo cantidades
mucho mayores de’ €sos ‘metabolitos. Estos cultivos no han rec1b1do mucha
atencién por la dlﬁcultad que se presenta pa,ra mantenerlos sin‘embargo,
empleando lineas tumorales derivadas de cepas mutantes de Agrobacte-
rium tumefaciens y de A. rhtzogenes las cuales forman tumores organogé-
nicos facilmente cultivables, s¢ podrian obtener buenos rendimientos de
ciertas sustancias, - P

Investigaciones realizadas por Florez et al. (1985) indican que las rafces
que se forman en cultivos de Nicotiana tabacum, Hyoscyamus muticus'y
H. niger, transformados con A. rhtzogenes crecen a velocidades' semejan-
tes a las de los cultivos en suspensién, y producen niveles de alcaloides
s¢mejantes a los de la planta®madre en el medio de White carerte de
hotmonas. Los niveles de alcalmdes se pueden incrementar optlmlzando el
medio de cultivo.

Optimizacién delos 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. 51gn1f1cat1vamente el tlempo que se
requiere para la produccién de biomasa.

En los sistemas microbianos, el crecimiento y la sintesis de productos
secundanos son procesos mutuamente excluyentes algo similar parece
suceder en los sistemas vegetales enlos que la acumulacién de metabohtos
ocurre durante la fase estacionaria.

1. Cresswell, P. Informacién publicada en Agricell Report, 1984, =
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Ejemplos de tal situacién son la producciéon de antraquinonas por
cultivos de Gallium molugo (Wilson et al., 1978) y la de alcaloides por C.
roseus,(Zenk et al., 1977). M4s aun, se ha informado acerca de condiciones
nutricionales o fisicas que restringen el crecimiento y producen un
aumento en el nivel de metabolitos (Knobloch et al., 1980; Curtois et al.,
1980). Lindsey et al. (1983a y 1983b) han sugerido, inclusive, que en los
cultivos de solanéceas es indispensable un cierto grado de redxferencxacu’)n
para la prbduccx(m de alcaloides de tropano.

Lo anterior sugiere la necesidad de definir la relacién (0 compromiso)
entre la velocidad de produccion de biomasa y la acumulacién de produc-
tos, o la de separar ambas fases aunque esto represente mayor nimero de
pasos en el proceso. La divisién del cultivo en dos fases, una de manteni-
miento (crecimiento rapido) y otra de produccién, empleando diferentes
medios de cultwo (Zenk et al., 1977), parece ser una estrategia importante
‘para lograr una mayor produccién de metabolitos especificos; asf lo
demuestra el incremento del 4009 en la produccién de shikonina alcan-
zado por cultivos de Ly;hosperum erythroryzon (Yamada et al., 1983).

Pese a lo anterior, Stafford et al. (1985) consideran que la separacién
entre el crecimiento y la acumulacién se debe a la variedad de'condiciones
experimentales empleadas con células que se encuentran en un mismo
estado fisiolégico y que, por lo tanto, no corresponde a una caracteristica
propia de las células. Cuando ellos analizaron la produccién de alcaloides
enrelacién 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 cultivola acumulacién de
serpentina era proporcional a la acumulacion de biomasa.

Las técnicas basicas para la induccion y e} mantenimiento de callos y
células en suspensién (desctitas en otros capitulos de este libro) han sufrido
modificaciones especificas dirigidas a resolver los problemas que ocasiona
la produccién de'biomasa y el incremento de la productividad. Practica-
mente todos los factores fisicos y quimicos que constituyen el medio de
cultivo afectan, de una u otra forma, la velocidad del crecimiento o la
acumulacion de metabolitos— o-ambas variables.

El analisis de todos esos efectos estd fuera del objetivo del presente
capitulo y, por lo tanto, sélo se daran algunos ejemplos para 1lustrar la
‘importancia de la influencia de tales factores

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

El efecto anterior se ha observado en la produccién de alcaloides por C.
roseus (MacCarthy et al., 1980a) y de nicotina en cultivos de tabaco
(Mantellet al., 1983), entre otros. Sin embargo, la calidad de los nutrimen-
tos presentes ejerce también influencia en la produccién de metabolitos
especificos; asi, se obsetva que en cultivos de C. roseus diversos medios
pueden sostener adecuadamente el crecimiento, pero sélo en MS ocurre la
mayor acumulacién de alcaloides (Zenk et al., 1977). Se observa también
que la sustitucién de nitrégeno inorgénico por nitrégeno orgénico, como
peptonas o extracto de levaduras, incrementa grandemente la produccu‘)n
de alcaloides (Dougall, 1980).

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

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

La mayoria de los cultivos celulares se desarrollan a un pH inicial
6ptimo, entre 5 y 6, el cual cambia durante el curso del cultivo. Estos
cambios pueden afectar gravemente la acumulacién de metabolitos, como
lo demuestra la conversién de triptofano a una variedad de metabolites
indélicos. A un pH constante de 6.3, la cantidad de triptofol pl‘OdUCldO
dobla 14 del cultivo con pH varlabIe, y si el pH decae a 4.8, la sintesis se
inhibe totalmente (Veliky, 1977).

Factores fisicos. Las mismas caracteristicas de la radiacién que afectan
el desarrollo de las plantas in vivo afectan el de las células cultivadas in
vitro: tanto la longitud de onda, como la intensidad y el fotoperiodo,
pueden estimular o inhibir la biosintesis de alglin metabolito. Para revisar
las investigaciones hechas sobre estos efectos, el lector consultara Seiber et
al. (1980).

La aireacién, ya sea por flujo controlado de gases o por agitacién
mecénica, es indispensable para el incremento de la biomasa y afecta
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tambiér la acumulacién de metabolitos. Este aspecto serd: disoutido mas
adélante cua:ndo s¢ trate sobre el empleo de los fcrmentadores

Exlsten pocos datos sobre el efecto de la temperatura enla sintes;s de
metabolitos secundarios, pero este efecto no se debe descuxdar como lo
muestra el caso de los callos de Peganum sp. La temperafura 6pt1ma para
el crecmﬁento de estos callos es de 30 °C, pero la produccxén 6pt1ma de
alcaloides ocurre ‘a 25 0C ‘con un répido decalmlento a temperaturas
superforcs (Nettleshlp et al., 1974); por otra parte, el contenido de 4cidos
grasos de las células cultlvadas in vitro aumenta notablemente a tempcra-
turas subéptlmas para el crecxmxento (MacCarthy et al., 1980b). Estos

“datos son cougruentes con el hecho de quela acﬂmulacxén de metabolitos
ocurre prmcxpalmente en fases de lcnto o nulo crecxmxento '

Reguladores. Los reguladores del crecimiento inducen generalmente Ia
formaci6n de metabolxtos secundarios in vxtro e in vivo, La cantidad y
calldad de las auxmas presentes al prmcxplo del desarrolio del cultxvo y
durante él tlene un marcado efecto sobre el metabohsmo _primario y
'secundarlo

Es neéesario verificar la calidad y 1as proporciones de los reguladores
no sdlo por su efecto sobre el crecimiento, sino también sobré la biosinte-
sis. La KIN no ejerce ningun efecto sobre el crecimiento de los callos de
Datura tatula no obstante, a elevadas concentraciones, inhibe la biosinte-
sis de alcaloides (Tabata et al., 1971). Detalles sobre la amplla llteratura
acerca del tema se pueden consultar en Mantell etal, (1983).

Otro grupo de campuestos que regulan el metabolismo celular y que
pueden tener un efecto” importante sobre. la producc16n de metabolitos
secundarios es el de las polmmmas Muhltch et al. (1985) mformaron que,
cuando se aﬁade sacarosa 'y espermxdma a cultivos celulares de la rosa
Escarlata de Paul en fase estacionaria, s¢ previene el envqec.lmlento yse
incrementa la cantidad y la variedad de los fenoles acumulados en las
células. Este tratamiento podria a]argar lavida de los cultivos maduros en
la fase de produccién.

Otros factores. La adicién de carbén actxvado induce la sintesxs de
ciertos compuestos, como la benzoqumona en cultlvos de Lithospermum
erythrorhyzon (Fukm et al 1984)

La 1nfecc16n por tmcroorgamsmos patégenos induce la produccién de
una gran variedad de metabolitos secundarios in vitro; de la misma forma,
la adici6n de extractos microbianos induce la sintesis de alcaloides, flavo-
noxdes cumarmas etc., en las células cultlvadas in v1tro Por ejemplo
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Heinstein (1985) afiadi6 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 produccién industrial de cualquier compuesto se requieren
grandes volimenes de mezclas de reaccién, 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 agregacidn celular; c) la acumulacién intracelular de
los productos' y d) poca resistencia & la agltacﬁ'm mecémca '

Ya se ha discutido aqui la rapida produccién de biomasay la acumula—
cion de metabolitos mediante la optimizacion de los medios de cultivo; los
otros problemas se estan afrontando por medio de.las siguientes técnicas:

‘a) Inmovilizacién de células en matrices inertes. ‘
b) Permeabilizacion.
¢) Disefio de biorreactores especiales.

Inmovmzaclén delas células Setratadeunade las técmcas blotecnolé-
gicas mas importantes parala bloconvers16n de sustancias por microorga-
nismos. El desarrollo de esta técnica se inici6 en 1966, cuando Mosbach et
al. (1966) atraparon : células del liquen Umbzcana pustulata en un gel de
poliacrilamida; desde entonces se ha empleado una gama de sustratos que
comprende DEAE sephadex, dextrano, carboximetil- celulosa, lana meta-
lica, ECTEOLA celulasa, colageno y, mds recientemente, geles de algi-
nato, agarosa.y carragenina (Lindsey et-al., 1983a). La utilizacién de la
técnica de inmovilizacion de células es posterior a 1966 y fue motivada por
el interés de emplear estas células como reactores biologicos (Brodelius et
al, , 1979).

En Lindsey et al. (1983a) se encuentra un anélisis mas completo de las
ventajas de la inmovilizacién de las células, aunque las razones que justifi-
can esta practica se pueden resumir asi:

a. Lascélulas ensuspension se encuentran en un ambiente muy dlferente
al natural y sufren severos camblos 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 ¢ran similares en
callos en desarrollo yen el tejido de la raiz del cual se originaron talés
‘callos, pero eran muy diferentes en las células en suspensién derivadas
de los mismos callos.

b. Lascélulasinmovilizadas tienden a crecer més lentamente y a diferen-
ciarse, condiciones que conducen a una acumulacién de metabolitos
secundarios, como se menciond anteriormente.

c¢. La inmovilizacién de las células permite cambiar con facilidad la
composicion quimica del medio de cultivo y colectar los productos
secretados sin tener que manipular fisicamente las células; la manipu-
lacién, que es frecuente en los cultivos en suspensién, 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 haencon-
trado que este proceso no afecta las condiciones metabdlicas de las
células. El andlisis espectroscépico del metabolismo del 2iP y del pH
celular por resonancia magnética nuclear no revelé ninguna diferencia
entre células de C. roseus cultivadas en suspension o inmovilizadas en
agarosa o alginato.

El estudio de la viabilidad por medio de ‘mediciones'de la respiracién,
por incorporacién de diacetato de fluoresceina, y por la actividad de la
enzima 5-beta hidroxilasa (que es dependiente de la viabilidad celular)
muestra que los protoplastos de Daucus carotay de C. roseus inmoviliza-
dos en carragenina, agarosa o alginato poseen, después de catorce dias,
una viabilidad superior a la de los que se cultivan hbres bajo las mismas
cond1c1ones (Lmsefors et al. 1985) ‘

Otro método.es el presentado por Lindsey et al. (1984), quienes inmovi-
lizaron células de Capsicum frutescens permitiendo que invadieran pasi-
vamente los poros de la espuma reticulada de poliuretano. Las células
inmovilizadas de esta manera no muestran reduccién en su actividad
respiratoria ni en la actividad de las esterasas, y producen niveles de
capsaicina mil veces superiores a los producidos por las células en suspen-
sién. El método es menos toxico y més barato que la inmovilizacién en
esferas de alginato, y los autores lo consideran bés1co para el desarrollo de
la inmovilizacién celular a escala industrial.

Permeabilizacién. Al contrario de las células animales, la mayoria de las
células vegetales no secretan sustancias al medio de cultivo sino que
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tienden a almacenarlas en vacuolas; ¢sto es un gran inconveniente cuando
lo que se desea esuna produccién:continua y barata'de tales sustancias,
pues implica la necesidad de-aplicar procesos de extraccion y purificacién,
y de regenerar continuamente:la biomasa. Lo ideal seria que las células
secretaran sus productos al medio dé cultivo, de donde éstos se recupera—
rfan sin necesidad de destruir la biomasa:’

La pe_rmeabilizacién célulag' se;pu,ejde inducir por medio de tratamientos
quimicos, los cuales se deben definir antes de que el método pueda ser
aplicado extenswamente

Seha empleado sulf6x1do de d1met1lo (DMSO) al 109, durante 30 min
parainducir, en células mmovlllzadas de C. roseus, la liberacién de ajmali-
cina; después del tratgmlcnto s,e_puede usar lamisma biomasa para produ-
cir més ajmalicina y repetir €l proceso varias veces. Sin embargo, este
método no es aplicable a todos los tipos de células y de procesos; en
Cinchona ledgeriana la liberacidén de:alcaloides intracelulares requiere
concentraciones de DM SO superiores al 20%, los cuales causan dafios a las
células (Parr et-al., 1984). ' :

No todos los metabolltos son almacenados mtracelularmente, y ex1sten
algunos informes de iiberacion espontdnea. Cultivos en suspens16n de
Thalictum minus secretan mayor cantidad de berberina (10% del peso
seco) que la producida. por las raices.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 composicién del medio. (Nakagawa et
al., 1984). :

Biorreactores. Por su diferente tamafio y caracteristicas estructurales,
las células vegetales no se pueden cultivar a gran escalaen el mismo tipo de
reactores bioldgicos que se emplean para el cultivo de. microorganismos.
Esto ha obligado al disefio de contenedores y sistemas de agltamén ¥
aireacién especiales.

" Se haempleado un gran niimero de fermentadorés con diferentes carac-
teristicas, y con capacid ades que fluctiian entre 2 y 20,000 litros (Martin,
1980; Fowler, 1983); estos fermentadores presen'tém ventajas y desventajas
que dependen del tipo de cultivo. Aqui se citan algunas de las caracterisu-
cas que se deben considetar.

Las células vegetales son de 10 a 100 veces mas grandes que las células
microbianas (20.a 150 ude d1émetro) porloque tienden a sedimentarse con
rapidez. Esto produce zonas de maduracién y de necrosis que afectan la
poblacién celular que se mantiene en suspensién, dando como resultado
cultivos multifasicos.
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