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Un problema adicionalesel aumento enla viscosidad de los-cultivos, las
cuales, por esarazén, deben estar bien agitados..Sinembargo, la agitacién
no se puede hacer por sistemas que produzcan gran turbulencia, debido a
la presencia de vacuolas (mds marcada en lasiltimas fases de erecimiento)
y a la baja resistencia que las paredes celulares de las células vegetales
ofrecen a la agitacion; la ruptura.del tonoplasma en particular ocasionala
liberacién de sustancias t6xicas que afectan tanto el crecimiento como la
produccidn de taséklulas. Por todo ésto, la agltacxén debeserlo mas: suave
posible y conpoca turbulencia.

Ellento crecimiento, con txempos de generacion que fluctien entre 25y
100 horas conduct a periodos dé incubacién de-dfas o semanas durante los
cualés 10s fermentadores deben sér inaccesiblés a mxcroorgamsmos del
exterior; ya que con el crecu‘mento de éstos no podrian competlr las células
vegetales

Enestecaso,tal vez la mejor soluciéon dxspomble esté enlos fermentado-
res agitados por:corriente de aire. Usados por primera vez por Wagber et
al. (1977), fueron mejorados por Fowler (1983), quien'empleé un sistema

. cerrado de circulacién del medio de cultivo, 1mpulsado por aire. Este
sistema tiene la’ ventaja de dafiar poco las células ydeno poseer umones de
piezas que facxllten la contammacxén

Se esté investigando acerca de otros sxstemas promisorios de agitacién.
El rendimiénto mas elevado,-hasta la fecha, de un cultivo de células
vegetales es €1 de Ulbrecheet al. (1985), quienes obtuvieron’s g(219% de peso
seco) de 4cido rosmarinico por litro de cultivo de Coleus blumei en un
reactor agitado por un agitador en espiral,

E

" Estrategia gehera!i ‘Como Se-apretia, ha habido considerables avances
en la produccién de métabolitos secundarios a partir de cultivos de tejidos
vegetales; en general, esto se‘ha logrado mediante la tanipulacién' del
medio de crecimiento y la aplicacién de métodos de produceién en gran
escala. Esta es una gstrategia que consume mucho tiempo, sobre todo
porque las condiciones 6ptimas son caracteristicas de.cada especie y s¢
deben determinar en cada caso; sin embargo, tal estrategia ha permitido
obtener cultivos. que, producen algin compuesto especifico 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 lingas celulares con alto rendi-
mxento, es la siguiente: ;
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1. Seleccién 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 6ptimo de crecimiento (no considera la
produccién de metabolitos secundarios).

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

5. Seleccién clonal de las lineas celulares de alto rendimiento.

6. Desarrollo de un medio 6ptimo para la produccién de los metaboli-
tos secundarios.

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

Mlcropropagaclén

Aunque en este traba_]o se ha discutido inicamente el empleo de células
cultivadas in vitro, no se debe olvidar otra forma en que el cultivo de
tejidos vegetales puede contribuir ala obtencion de metabolitos importan-
tes:laselecciényla micropropagacién en gran escala de plantas sobrepro-
ductoras, que son la fuente natural de ciertos compuestos. Esta alternativa
es particularmente importante para los pafses del tercer mundo que, como
se discute mds adelante, se verdn seriafente afectados por el desarrollo
biotecnol6gico a nivel mundial. '

Cultivo in Vitro para Producir Metabolitos
Secundarios

Algunos de los compuestos quimicos de importancia econémica cuya
produccién por ¢élulas cultivadas in vitro se estd investigando se presentan
en el Cuadro 9.1. Los beneficios esperados de la industrializacién de estos
cultivos se pueden resumir asf: -

- Produccién, en escala industrial, de algunas sustancias naturales.
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- Produccion de sustancias dificiles de obtener por extraccién o por
sintesis quimica,

- Reduccién de los costos de produccién de estas sustancias, a largo
plazo.

- Eliminacion de la dependencia en materia de importacién.

- Produccién continua y tontrolada de sustancias, independientemente
de los factores del medio ambiente.

- Precios estables.

- Posibilidad de realizar la produccion cerca de las fabricas de procesa-
miento ﬁgal y de los merca‘dos(

Cuadro 9.1. Productos naturales ’,o‘bt"enkidyos de plantas y sus vusqs'indhstrigles,

Producto Bspecie vegetal - Uso industrial
Codefna Papaver sommiferum Analgésico
Diosgenina Dioscorea deltoidea Anticonceptivo - .
Quinina Chinchona ledgeriana "Antimalérico ©

Amargorizante
Digoxina " Digitalls lanata Cardioténico
Escopolamina Datura stramonium.. Antihipertensivo
Vincristina Catharanthus roseus . Antileucémico
Piretreina Chrysanhemum cmerarmefoltuM' ' -

‘ Pyrethrum sp. "Insecticida
Taumatina Thaumatoaoccus danielli Edulcorante
Jasmina Jasminum sp. : . Perfume
Shikoning Lithospermum erythmrhyzon .Colorante . -
Teobromina Theobroma cacao . Saborizante
Reserpina Ranwolfia serpentina Antihipertensivo
Vainillina Vainilla planifolia Saborizante
Menta Mentha piperita, M. viridis Saborizante
Capsaicina Capsicum frutescens Saborizante
Esteriosida Stevia rebaudiina Edulcorante

La biosintesis de la shikonina y la biotrasformacién 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 nimero de
sustancias de importancia industrial, médica y agron6mica mediante esta
técnica, y bajo condiciones econémicgmente factibles.
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Biosintesis de shikonina

La shikonina es un pigmento que se extrae de las raices de Lithosper-
mum_erythrorhyzon, una planta perenne nativa de Japén, China y el
sureste asidtico, donde crece en forma silvestre. Esta planta est4 sufriendo
una rapida disminucién en su poblacién, y ademas su rendimiento en
shikonina depende de la distribucién geogréfica y del clima, lo que hace
muy variable la disponibilidad de este pigmento. Aunque éste se puede
sintetizar quimicamente, el proceso es econémicamente impracticable, ya
que requiere doce pasos y tiene un rendimiento final de s6lo 0.7%.

La biosintesis de shikonina por medio de cultivos celulares de L. eryth-
rorhyzon es el mejor ejemplo que se puede dar sobre la aplicabilidad de 1a
tecnologia para la produccion de metabolitos secundarios. Porun lado, las
dificultades parala obtencion y la sintesis quimica del pigmento caracteri-
zan el tipo de problemas que el cultivo in vitro puede resolver, y por otro, la
metodologia empleada ejemplifica el uso de las técnicas descritas aqui. La
shikonina ya entr6 en la etapa de produccion en gran escala: 1a produce la
compatiia petroquimica Mitsui del Jap6n y constituye el primer producto
industrial de esta tecnologia.

La estrategia para la produccién de shikonina por células cultivadas in
vitro (Yamada et al., 1983) consistié primero en el desarrollo de un sistema
de cultivo en dos fases, una de répido crecimiento celular y otra de
produccién del pigmento; las. dos fases.dieron como resultado un incre-
mento cuatro veces mayor.que-€l obtenido en el sistema de una sola fase.
Luego se hizo la optimizacién de las-condiciones del medio de cultivo de
cada fase, lo que aument6 13 veces la productividad. Posteriormente, se
hizo ]a seleccién de las lineas celulares derivadas de protoplastos, cuyas
elevadas velocidades de crecimiento y produccién de shikonina incremen-
taron aun maés la productividad. - : i

La optimizacién de la oxigenacién- de los cultivos (a nivel de planta
piloto) para alcanzar una densidad celular elevada constituyd el ultimo
paso en un proceso de optimizacién que produce cantidades de shikonina
800 veces superiores a las obtenidas de 1a planta natural.-Segin investiga-
dores de Mitsui, la cantidad de pigmento producido en un fermentador de
750 litros en 14 dias equivale a laque podria extraerse de las plantas en una
superficie de aproximadamente I8 ha.

La shikonina producida in vitro se:estd vendiendo actualmente a
US$4000 por kilogramo. o
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Biotrasformacién de precursores

Labiotrastormacién de precursores mediante cultivo de tejidos vegeta-
les permiite la sintesis de compuestos de interés econémico, como también
elucidar las vias de la biosintesis; en este Gltimo sentido se ha trabajado
mas arduamente. El potencial de esta técnica para producir moléculas
marcadas especificamente en alguna posicién clave, o productos estereo-
quimicamente puros, permite suponer que habr4 un incremento muy
marcado en el estudio de los productos secundarios.

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

Se han utilizado cultivos en suspensién de Cannabis sativa L. para
trasformar el cannabidiol en cannabieISOina y en un compuesto ain no
identificado; ésto constituye otra posible aplicacion de Ia biotrasforma-
c16n o sea, la produccién de metabohtos hasta ahora desconomdos (Loh et

., 1983).

La 1-O+(1-14C)hexadecil-2-acetil-glicero-3-fosfolina es un factor de acti-
vacién de las plaquetas, que se emplea en lainvestigacion biomédica y que
es extremadamente dificil de sintetizar quimicamente. Aunque las plantas
no producen esta clase de compuestos, las células cultivadas in vitro se
pueden usar como biorreactores para trasformar sus precursores; Weber €t
al. (1985) emplearon cultivos celulares de Brassica napus para convertir los
1-O-alquil-sn-gliceroles en sus correspondientes 1-O-alquil-2-acil-sn-
glicero-3-fosfocolinas, con una eficiencia del 70 al 78%; la hidroélisis alca~
lina y la acetilacion posteriores producen el derivado final. Adicional-
mente, tales cultivos producen los compuestos esteroquimicamente uni-
formes a partir de muestras racémicas, reducen en cuatro pasos la sintesis
total y permiten marcar con !4C las cadenas alquilo que antes solamente
habfan. podido ser marcadas con 3H. :

Un Gltimo ejemplp de b1otrasformac16n es el trabajo de Alferman etal.
(1984), quienes han desarrollado una metodologia para la biotrasforma-
cidnde B -metil digitoxina en. B, -metil digoxina por medio de células de
Digitalis lanata inmovilizadas en alginato. En una reactor de 200 It, estas
células llevan a cabo la conversién, por més de 170 dias, a una velocidad
constante; en un lapso de 13 dias se pueden extraer 430 mg de 8 -metil
digoxina por litro de cultivo, lo cual representa el 70% del sustrato ai’iadldo
y la base para producir 800,000 tabletas cardiovasculares.
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Producciéon de Metabolitos Secundarios
en los Paises en Desarrollo

Como se ha visto, son muy grandes los beneficios potenciales de la sintesis
de productos quimicos por ¢élulas cultivadas en reactores biol6gicos. No
se debe subestimar el atractivo que sobre los métodos convencionales de
produccién agricola y farmacéutica tiene la hueva tecnologia para las
empresas de los paises industrializados, particularmente en lo que se
refiere a la obtencxbn de Ia materia prima de los paises en desarrollo. La
mayoria de las sustancias cuya producci6n in vitro se estd considerando
actualmente provienen de plantas natwas de los paises en vias de
desarrollo.

La industrializacion del cultivo de tejidos vegetales podria 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 revolucién biotecnolégica en general; y b) un
aumento de su dependencia de los paises industrializados (Kenney et al.,
1983).

Al considerar el impacto socioeconémico de la biotecnologia no se
puede hablar de hechos, ya que la situacion actual no tiene precedente
comparable. Sinembargo, dada laimportanciay el alcance de este campo,
parece conveniente intentar hacer algunas predicciones basadas en la
experiencia adquirida y en el anlisis de las tendencias actuales.

Las instituciones nacionales deberfan disponer de toda la informacién
posible al respecto, para anticipar a tiempo y de manera -adecuada la
direccién de los cambios rdpidos provocados por la biotecnologia. La
accidn rdpida es necesaria para evitar el crecimiento de la brecha tecnold-
gica con los paises industrializados, por dos causas principales: a) las
grandes inversiones de capital que demanda la investigacién basica para
desarrollar un producto biotecnoldgico hasta llevarlo..al mercado; b) la
alta especializacion de los conocimientos cientificos y tecnol6gicos que se
requieren para desarrollar esos procesos, y que implicaria dificultades para
adquirir recursos humanos adecuadamente capacitados.

La privatizacién de la biotecnologia tendria los siguientes efectos:
1. Se restringird el acceso a ja informacibn en este campo.

2, Habriacompetencxaparalos mercados delos ntievos productos, y los
paises sin suficientes recursos se sentxrian -afectados.
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3. Posiblemente estos paises tendrian que adquirir sustancias que:ante-
riormente provenian de cultivos nativos.

En resumen, todo lo anterior parece indicar que los paises menos
desarrollados no sélo perderfan algunos de sus mercados tradicionales,
sino que también tendrian dificultades para establecer su propia industria
biotecnolégica. Sin embargo, es necesario insistir en que en este momento
el futuro no estd determinado.

Es necesario planear a corto y largo plazo la tecnologia del cultivo de
tejldOS vegetales ydela blotecnologia en general. Es esencial que cada pais
en vias de desarrollo tenga una idea clara acerca de los Gltimos adelantqs
de la biotecnologia a nivel mundial, y con este propésito deberia disponer
de una lista de todas las especies sobre las cuales se estd 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 pequefios productores ante los
posibles efectos negativos de la biotecnologia. Es importante que se creen a
tiempo alternativas para evitar dichos efectos negativos.

La estrategia mas importante para los paises en vias de desarrollo seria
desarrollar su propia infraestructura, y los conocimientos necesarios, para
la utilizacion del cultivo de tejidos vegetales. Esto les permitird hacer una
investigacion bésica acorde con sus necesidades. Para un andlisis ms
profundo sobre este tema ver Eastmond (1985).

Consideraciones Finales

Los autores del‘presente capitulo no consideran apropiados los andlisis y
las evaluaciones tecnolédgicas que se han hecho sobre el estudio del metabo-
lismo secundario de las células vegetales. Es ésta una disciplina biol6gica
que, aunque s€ encuentra ain en una fase temprana de su desarrollo, posee
un enorme potencial para generar conocimientos que pueden aplicarse al
desarrollo de tecnologias econ6micamente factibles (Goldstein et al., 1980;
Fowler, 1983).

Tomando como ejemplo la biologfa molecular, se observa que ella se
desarroll6 felizmente desde los afios cuarentas hasta 1972 sin que nadie
sospechara cémo iba a ayudar a'la comprensién de problemas médicos
como el cdncer, ni mucho menos cudl seria su potencial econémico en la
ingenierfa genética. A pesar de lo anterior, nadie puso en duda la conve-
niencia de llevar a cabo investigaciones en ese campo, ni nadie tomé en
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cuenta los costos de la misma. Se trataba de una investigacién por el
conocimiento mismo, mientras que la investigacion biotecnolégica actual
es, en muchos casos, una investigacién por el desarrollo. comercial
tecnolégico. ~
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